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“The scientific man does not aim at an immediate result. He 
does not expect that his advanced ideas will be readily taken up. 
His work is like that of planter – for the future. His duty is to 








“[...] podeis aprender que o homem 
é sempre a melhor medida. 
Mais: que a medida do homem 
não é a morte mas a vida.” 
 
Pregão Turístico do Recife, Paisagens com Figuras, João Ca-






“Eu quase que nada não sei. Mas desconfio de muita coisa.” 
 















N-miristoiltranferase (NMT) é uma enzima responsável pela ancoragem de proteínas à 
membrana plasmática através de um mecanismo cotraducional de lipidação de proteínas em 
eucariotos. Estudos prévios mostraram o núcleo benzotiazólico como promissor no desenvol-
vimento de uma nova classe de compostos inibidores de NMT. Neste trabalho dois análogos 
benzotiazólicos foram sintetizados e testados frente a Leishmania (Leishmania) amazonensis. 
O trabalho iniciou-se pela síntese do 6-hidroxi-benzotiazolato de etila seguida da alquilação 
da posição 6-hidroxi deste intermediário com consecutiva reação deste intermediário alquila-
do com 3-picolilamina ou benzilamina. Os produtos foram obtidos com boa pureza apesar do 
baixo rendimento. Foi proposta, ainda, a síntese de derivado tiazólico que permitiria a avalia-
ção da influência de flexibilização do ciclo benzotiazólico sobre a atividade biológica leish-
manicida. O composto derivado da 3-picolilamina foi enviado para atividade biológica junta-
mente com seus intermediários sintéticos, demonstrando atividade na ordem de 21,75 µM. O 
perfil de atividade biológica foi atribuído a baixa lipofilicidade do produto obtido após a adi-
ção dos grupos picolilamínicos na estrutura. A análise biológica do derivado obtido a partir da 
benzilamina poderá confirmar esta hipótese já que este é mais lipofílico que o derivado da 3-
picolilamina. De qualquer forma, a atividade exibida pelo composto testado mostra como esta 
classe de compostos benzoheterociclicos pode ser promissora no desenvolvimento de novos 
fármacos com atividade leishmanicida. Estudos teóricos utilizando Docking molecular foram 
realizados com a LmNMT de modo a avaliar a ligação dos compostos benzotiazólicos obtidos 
à esta enzima. Os resultados mostraram que os compostos benzotiazólicos constituem uma 
classe de moléculas com potencial de interação com o alvo LmNMT. A síntese de análogos 















N-myristoyltransferase is an enzyme responsible for anchoring proteins to the plasma mem-
brane through a cotranslational mechanism of lipidation of proteins in eukaryotes. Previous studies 
have shown the benzothiazolic nucleus as promising for the development of a new class of NMT in-
hibitor compounds. In this study, two benzothiazolic analogs were synthetized and tested against 
Leishmania (Leishmania) amazonensis. The study began with the synthesis of 6-hidroxi-
benzotiazolato de etila followed by the alkylation of the 6-hidroxi position of this intermediate with a 
consecutive reaction of said alkylated intermediate with 3-picolamina or benzilamina. The products 
obtained had good purity despite the lower yield. It was also proposed the synthesis of a thiazolic de-
rivative which would allow the valuation of the influence from the benzothiazolic core flexibility over 
the leishmanicide biological activity. The compound derived from 3-picolylamine was sent, along with 
its synthetic intermediates, for biological activity, showing activity in the order of 21,75 µM. The bio-
logical activity profile was attributed to the low lipophilicity of the product obtained after the addition 
of the picolylaminic groups to the structure. The biological analysis of the derivate obtained from the 
benzylamine might confirm this hypothesis since it is more lipophilic than the 3-picolilamine derivate. 
Still, the activity shown by the tested compound demonstrates how this class of benzoheterocycles 
compounds might be promising for the development of new drugs with leishmanicide activity. Theo-
retical studies using molecular docking were conducted with LmNMT in the means of assessing the 
binding of the benzothiazolic compounds that were obtained to this enzyme. The results showed that 
the benzothiazolic compounds constitute a class of molecules with a potential for interaction with the 
LmNMT target. The synthesis of flexible thiazolic analogs and finishing up of biological tests consti-
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Doenças causadas por patógenos microbianos são responsáveis por cerca de um quarto de to-
das as mortes no mundo. Uma classe específica das doenças microbianas, as doenças tropicais negli-
genciadas compõem o grupo de doenças causadas por protozoários, as helmintíases transmitidas pelo 
solo, a filariose e duas espécies de micobactérias que causam lepra e a úlcera de Buruli. (BARRET & 
CROFT, 2014; FEASEY et al., 2009). 
Por serem espécies diferentes do homem estes patógenos apresentam ampla gama de vias me-
tabólicas e enzimas exclusivas. Dessa forma a localização de potenciais alvos macromoleculares, ou 
mesmo novos candidatos a fármacos, deveria ser tarefa fácil. Entretanto, as dificuldades em atingir 
novos alvos moleculares válidos são muitas, incluindo expressão diferencial dos potenciais alvos em 
diferentes estágios de vida do patógeno e interações patógeno-hospedeiros que influenciam diretamen-
te na exposição desses alvos ao tratamento. Além disso, a identificação de novos alvos por si já provou 
ser insuficiente para o avanço no desenvolvimento de novos fármacos, sendo essencial que fatores 
farmacocinéticos, como a via de administração e a distribuição, e toxicológicos sejam estudados 
(BARRET & CROFT, 2014). 
A terapia antimicrobiana atingiu seu auge entre as décadas de 1950 a 1980 quando muitos no-
vos antibióticos foram descobertos e relacionados a uma série de alvos macromoleculares que iam 
desde a membrana plasmática (anfortericina B) até a transcrição genética (gentamicina). Muitos destes 
compostos são aplicados, até hoje, ao tratamento de doenças causadas por bactérias, fungos e parasitos 
(BARRET & CROFT, 2014). 
No final do século XX, porém, o número de descobertas de novos quimioterápicos para o tra-
tamento de infecções microbianas sofreu uma queda brusca. Essa queda se deve, em parte, ao fato dos 
fármacos mais evidentes já terem sido descobertos, mas também à percepção errada de que os fárma-
cos disponíveis perfaziam adequadamente a quimioterapia antimicrobiana (BARRET & CROFT, 
2014). 
A habilidade dos patógenos microbianos em desenvolver resistência aos fármacos disponíveis 
demonstrou como o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos pode ser perigoso e foi preponde-
rante na limitação de seus usos na terapêutica de uma série de patologias microbianas. A compreensão 
dos mecanismos de resistência desenvolvidos pelos patógenos é essencial para o desenvolvimento de 
fármacos que não sejam subjugados por tais mecanismos alcançando, assim, resultados mais eficientes 
no tratamento de doenças infecciosas em geral (BARRET & CROFT, 2014). 
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Fator de extrema importância do ponto de vista de pesquisa e desenvolvimento industrial de 
fármacos é o fato de que antimicrobianos têm baixo retorno financeiro quando comparados a fármacos 
para tratamento de doenças crônicas (como diabetes e hipertensão) (BARRET & CROFT, 2014). 
Este desinteresse se torna mais evidente quando falamos das parasitoses tropicais negligencia-
das, já que sua maior incidência se dá em regiões pobres dos países em desenvolvimento, geralmente 
em famílias que não constituem mercado de interesse para as grandes farmacêuticas por não possuírem 
condições financeiras para arcar com um tratamento caro (PIDDOCK, 2012; BEYRER, 2007). Esses 
fatores causam um desinteresse coletivo por parte das empresas farmacêuticas, levando a uma reduzi-
da pesquisa envolvendo busca por novos agentes antimicrobianos (FEASEY et al., 2009). 
Doenças negligenciadas impactam diretamente na economia dos países afetados, gerando cus-
tos para os sistemas de saúde no que se refere ao tratamento e controle, bem como para a própria eco-
nomia familiar dos pacientes infectados. Estudos conduzidos em Gana mostraram que os gastos com 
tratamentos de doenças negligenciadas podem consumir todo o rendimento anual de uma família, situ-
ação que piora nas classes mais baixas do país onde o comprometimento da renda com esses tratamen-
tos pode chegar a até três vezes os ganhos anuais do paciente (CONTEH, ENGELS & MOLYNEUX, 
2010). 
Todos esses fatores associados levam a necessidade do apoio de programas de financiamento 
que dêem suporte aos esforços de mitigar essas doenças. Assim, programas como MMV (Medicines 
for Malaria Venture) e DNDi (Drugs for Neglected Diseases Inittiative) surgiram no início do novo 
século na tentativa de gerar novos fármacos para o tratamento de doenças negligenciadas. Socioeco-
nomicamente esses fundos de apoio compartilham um aspecto muito importante: sustentabilidade, pois 
financiar a descoberta de novos fármacos contribui para a redução dos custos dos sistemas de saúde 
com o tratamento das doenças negligenciadas (CONTEH, ENGELS & MOLYNEUX, 2010). 
A partir de tais iniciativas, pela primeira vez na história, “pipelines” robustos o suficiente fo-
ram delineados para o desenvolvimento de quimioterápicos para doenças negligenciadas. Os esforços 
precisam agora ser direcionados para a manutenção das ferramentas criadas e, principalmente, na in-
serção de metodologias que permitam a evasão dos sistemas de resistência dos microoganismos, pos-
sibilitando assim a identificação de moléculas eficazes e seguras para um tratamento rápido, acessível 
e direto (BARRET & CROFT, 2014). 
Dentre as parasitoses negligenciadas a leishmaniose é uma causada por mais de 30 espécies di-
ferentes de protozoários do gênero Leishmania, transmitidos através da picada de insetos do gênero 
Phlebotomus e que coloca em situação de risco mais de 400 milhões de pessoas em 98 países e três 
territórios, em especial nas regiões de zona intertropical, uma vez que estas se configuram como o 
habitat natural do vetor. A doença se caracteriza por uma vasta gama de sintomas clínicos e se mani-
festa sob três formas principais: cutânea, mucocutânea e visceral (WHO, 2016). 
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A forma cutânea da leishmaniose é a expressão mais comum e disseminada da doença. Ocorre 
pela infecção de macrófagos presentes na pele causando lesões que surgem algumas semanas após a 
picada do inseto vetor. Essas lesões (Figura 1A) se apresentam inicialmente como pústulas que, even-
tualmente, evoluem para lesões persistentes que podem perdurar por anos quando não tratadas, dei-
xando cicatrizes permanentes nos locais lesionados (HERWALDT & MAGILL, 2016). 
 
Figura 1 – (A) Paciente com leishmaniose cutânea apresentando lesões características. (MALEK-
POUR & ESFABOND, 2010). (B) Paciente com leishmaniose visceral apresentando esplenomegalia 




Em casos mais avançados da doença, linfoadenopatias se tornam mais comuns, facilitando su-
per infecções que podem levar a morte (HERWALDT, 2016). 
Em regiões da América Central e do Sul é frequente a evolução da doença para a forma muco-
cutânea. Nessa forma, a infecção parasitária se espalha para a mucosa naso-faríngea, causando a des-
truição dessa região da face (HERWALDT, 2016). 
A forma visceral da leishmaniose é a única forma letal da doença, ainda que sejam comuns os 
relatos de que espécies normalmente associadas com a forma cutânea da doença (L. amazonensis e L. 
tropicalis) evoluam para a forma visceral, causada pelas Leishmania (Leishmania) donovani e Leish-
mania (Leishmania) infantum. A co-infecção entre diferentes espécies de Leishmania e HIV também 
leva à forma visceral da doença, preferencialmente (VAN GRIESVEN& DIRO, 2012). 
A infecção do parasita leva normalmente entre dois e seis meses sendo que a primeira mani-
festação clínica é febre intensa com perda de peso, seguida de esplenomegalia (Figura 2), com possível 




gico, levando a pancitopenia, facilitando assim a co-infecção por diversos outros patógenos como bac-
térias e vírus (VAN GRIESVEN& DIRO, 2012). 
 
Figura 2 – Ciclo de vida do parasita Leishmania (Adaptado de CDC, 2016). 
 
 
Em nível global, mais de dez espécies de mosquito transmitem as diferentes espécies de 
Leishmania, sendo a principal delas os mosquitos do gênero Phlebotomus. Esses mosquitos são mais 
ativos no período noturno, quando a fêmea busca se alimentar de sangue. A transmissão pode ocorrer 
ainda, embora de forma menos expressiva, por transfusão sanguínea, transplante de órgãos ou, ainda, 
de forma congênita (HERWALDT, 2016; VAN GRIESVEN & DIRO, 2012). 
O ciclo de vida do parasita envolve duas formas principais: a forma promastigota, presente no 
vetor e a forma amastigota, presente no hospedeiro (Figura 2). 
A infecção ocorre pela inoculação da forma promastigota na pele do hospedeiro que é fagoci-
tada por macrófagos onde se transforma em forma amastigota dentro de fagolisossomos, após vários 
ciclos de multiplicação, os parasitas rompem as membranas do fagolisossomo e do próprio macrófago, 
evadindo para o meio extracelular onde se disseminam, infiltrando-se em órgãos como baço, fígado, 





A leishmaniose encontra-se distribuída em países em desenvolvimento de clima tropical e sub-
tropical como o Brasil, o Sudão, a Etiópia e a Índia, o que indica o forte caráter endêmico, subdesen-
volvido, rural e negligenciado da doença (FREARSON et al., 2010). 
Figura 5– Distribuição dos novos casos de leishmaniose cutânea (A) e visceral (B) no ano de 




Estudos recentes mostram que 98 países são endêmicos em relação à leishmaniose, apresen-
tando até 400 mil novos casos de leishmaniose cutânea e até 1,2 milhões de novos casos de leishmani-
ose visceral por ano (WHO, 2016). A Figura 5 apresenta a distribuição dos novos casos de leishmani-
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ose cutânea e visceral pelo mundo. Vale ressaltar que o Brasil foi o único país das Américas a reportar, 
concomitantemente, mais de mil casos de leishmaniose visceral e mais de cinco mil casos de leishma-
niose cutânea, somente no ano de 2013. 
 
Figura 6–Distribuição dos novos casos de leishmaniose cutânea (A) e visceral (B) somente na 
América Latina, no ano de 2013 (PAHO/WHO, 2015). 
 
 
Nas Américas a situação é crítica devido à magnitude e à ampla distribuição geográfica da do-
ença. A forma cutânea da doença é endêmica em mais de dezoito países, distribuindo-se do México à 
Argentina. Numa análise de quatro anos (2010 – 2013) nota-se uma redução de 19% no registro de 
novos casos no continente americano, sendo esta redução significativa em países como Brasil, Colôm-
bia, Argentina e Paraguai. Houve, entretanto, um aumento no número de casos de leishmaniose cutâ-
nea em países como México, Bolívia e Honduras (PAHO/WHO, 2015). 
Fator de extrema importância na manutenção dos níveis de infecção, os reservatórios animais 
da leishmaniose constituem um grande problema de saúde pública. Cães e raposas são considerados os 
principais mamíferos reservatórios da leishmaniose ainda que alguns roedores e marsupiais possam, de 
forma menos expressiva, atuar como reservatórios da doença. É fundamental, portanto que, além dos 
esforços de controle dos vetores e de toda a atenção dada à forma humana da doença, esforços sejam 
lançados no controle da forma canina da doença (MELO, 2004). 
Apesar do número de casos de leishmaniose visceral nas Américas ser consideravelmente me-
nor do que o número de casos de leishmaniose cutânea, o fato de 96% dos casos da forma visceral 
terem sido reportados no Brasil é preocupante. Enquanto a média de casos na América é de 2,59 a 
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cada cem mil habitantes, o Brasil apresenta 4,35 casos por cem mil habitantes (PAHO/WHO, 2015). A 
Figura 6 mostra a incidência de novos casos de leishmaniose na América no ano de 2013. 
Estes números mostram que os sistemas de controle e monitoramento da doença não tem sido 
suficientes para controlar a disseminação da doença no continente americano. A leishmaniose ainda 
apresenta um caráter epidemiológico endêmico de países em desenvolvimento, com quimioterapia 
falha e agressiva e pouca pesquisa no desenvolvimento de novos fármacos além do desinteresse por 
parte das grandes farmacêuticas, constituindo-se dessa forma como uma importante doença negligen-
ciada no mundo. 
 
1.2. Morfologia e Bioquímica do parasita 
 
As espécies de Leishmania spp., como mencionado, se apresentam sob duas formas: a promas-
tigota e a amastigota. A forma promastigota se caracteriza por células alongadas dotadas de flagelo 
longo na sua porção anterior, o que possibilita a locomoção do parasita em diversos meios, daí ser esta 
a forma responsável pela infectividade. Quando na forma amastigota, contudo, o parasita se apresenta 
como célula oblonga, de vida obrigatoriamente intracelular. Esta forma também apresenta bolsos fla-
gelares com pequenos flagelos sem utilidade motora. A Figura 3 mostra microscopias eletrônicas de 
transmissão de ambas as formas, assinalando as principais organelas presentes em ambas (VANNIER-
SANTOS et al., 2002). 
Algumas organelas estão presentes exclusivamente em tripanossomatídeos, como é o caso dos 
acidocalcissomos, vacúolos que desempenham importante papel no estoque de cálcio intracelular a ser 
utilizado como segundo mensageiro em diversas vias de sinalização. Essa organela também está en-
volvida na osmorregulação bem como na manutenção dos níveis homeostáticos do pH através de 
transportadores de prótons. Outra organela singular presente em tripanossomatídeos são os glicosso-
mos, estruturas altamente especializadas que agem na formação de ATP por vias glicolíticas (VAN-
NIER-SANTOS et al., 2002). 
Como um tripanossomatídeo, a superfície celular de todas as espécies de Leishmania spp. tem 
um papel fundamental nas interações entre o parasita e o hospedeiro. Também exercem um papel im-
portante na proteção do parasita em ambientes agressivos como o interior dos macrófagos ou o sistema 






Figura 3 – Microscopias eletrônicas de transmissão das formas promastigota livre (A) e da forma 
amastigota (B) no interior de macrófago. N: núcleo; K: cinetoplasto; F: flagelo; P: bolso flagelar; M: 
megalisossomos (VANNIER-SANTOSet al., 2002). 
 
A superfície da membrana plasmática da forma promastigota é rica em moléculas que mediam 
a interação e a fagocitose do parasita pelo macrófago do hospedeiro. É o caso das lipofosfoglicanas 
(LPG), uma série de glicoconjugados lipídicos muito abundantes na superfície celular de promastigo-
tas, que auxiliam na interação da célula do parasita com as células epiteliais presentes no sistema gas-
trointestinal do mosquito, assim como influenciam fortemente na maturação do macrófago, inibindo 
sua atividade imunológica (NOVOZHILOVA& BOVIN, 2010). 
Outra molécula muito comum na forma promastigota, que desempenha papel fundamental na 
interação parasita-hospedeiro, é a GP63. Essa proteína, ligada por uma âncora de GPI à membrana 
plasmática, tem papel fundamental no reconhecimento e na invasão da célula hospedeira pelo parasita. 
Esta proteína se liga diretamente ao receptor de complemento 3 (CR3), receptor de manose-fucose ou 
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receptor de fibronectina dos macrófagos (VANNIER-SANTOS et al., 2002; NOVOZHILOVA & 
BOVIN, 2010). 
Já na forma amastigota há uma redução drástica na expressão de proteínas-GPI ancoradas 
(como a GP63) com manutenção dos níveis de expressão de GPI livre, as quais se tornam as moléculas 
mais abundantes na membrana plasmática do parasita (Figura 4). A forma amastigota ainda incorpora 
glicoesfingolipídeos da membrana do macrófago à sua membrana plasmática. Essas moléculas incor-
poradas aparecem com a mesma frequência que GPI livre e representam a principal forma de evasão 
do sistema imune por parte do parasita (ILGOUTZ & MCCONVILLE, 2001). 
A redução na expressão de moléculas de reconhecimento na superfície da membrana das 
amastigotas faz com que a interação entre essa forma e o hospedeiro ocorra mais indiretamente, alte-
rando o microambiente imune ou reduzindo os níveis de cálcio no interior do macrófago por processo 
de quelação. Essa mobilização de cálcio alterada pode interferir nas vias de sinalização do macrófago 
prejudicando uma série de funções da célula, evitando que o sistema imune ataque o parasita e permi-
tindo a continuidade da infecção (JABBOUR, 2015; CUNNINGHAM, 2002). 
Muitos mecanismos de evasão do parasita são comuns a amastigotas e promastigotas. Um dos 
principais sistemas de destruição de patógenos usado pelos macrófagos é a geração de espécies reati-
vas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS), sendo a triparredoxina peroxidase (TXNPx) a enzima res-
ponsável pelo principal meio de evasão desse mecanismo de defesa. Sua ação envolve a redução das 
ROS e RNS por resíduos de cisteína presentes no sítio ativo da enzima. Essa enzima está localizada no 
citosol da célula e pode ser secretada no meio intracelular do macrófago a fim de evitar danos à super-
fície do parasita invasor. (KIMA, 2014) 
 
Figura 4– Representação esquemática da superfície celular das formas da leishmania. (Adaptado de: 




Outras moléculas desempenham papel secundário na destoxificação de espécies reativas. É o 
caso da superóxido dismutase (SOD), uma metaloenzima que age reduzindo espécies como H2O2 e O2. 
Estudos demonstram que essa enzima pode estar envolvida, ainda, em mecanismos de resistência do 
parasita aos tratamentos quimioterápicos clássicos (KIMA, 2014). 
Outro mecanismo de evasão importante envolve a modulação da resposta que as células infec-
tadas terão a partir do estímulo por citocinas. Moléculas como as cisteíno-proteinases CPb agem dire-
tamente sobre vias de sinalização da família do NF-κB, p65, Rel-A e c-Rel, responsáveis pelo sinal de 
secreção de IL-12 quando ativados pelos lipopolissacarídeos (LPS) presente na superfície do parasita 
(KIMA, 2014). 
Outra molécula que influencia fortemente nessa via é a proteína ancorada à membrana gp63. 
Essa metaloprotease induz a clivagem de p65 em p35. O último forma um dímero com p50, migra ao 
núcleo onde se liga ao DNA, alterando a secreção de diversas quimiocinas (KIMA, 2014; ISNARD et 
al., 2012). 
Fica claro, então, que muitos dos mecanismos de evasão do sistema de defesa do hospedeiro 
usados pelo parasita envolvem proteínas de membrana. Esse ponto em comum, relacionado à localiza-
ção das proteínas, pode ser explorado para o desenvolvimento de fármacos que impeçam, dentre ou-




A principal diretriz no tratamento quimioterápico da leishmaniose envolve o uso de antimoni-
ais pentavalentes como estibogluconato de sódio e antimoniato de meglumina (Figura 7A). Estes fár-
macos foram introduzidos na terapêutica em 1945 e, desde então, são utilizados como fármacos de 
primeira escolha a despeito de seu perfil de toxicidade.  
Antimoniatos pentavalentes (SbV) podem ser considerados pró-fármacos, visto que necessitam 
ser convertidos em antimoniatos trivalentes (SbIII) para exercerem seu efeito terapêutico. Essa redução 
poderia ocorrer também no interior do parasita e parece ser dependente de duas enzimas do metabo-
lismo do mesmo: a redutase dependente de tiol 1 (TDR1) e a arsenatoredutase 2 (ACR2). Evidências 
mostram, entretanto, que a redução ocorreria primariamente no interior de macrófagos (SINGH, KU-








O mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes envolve fragmentação do DNA, inibição 
da glicólise e de enzimas como a tripanotionaredutase, importante nos processos dedestoxificação do 
parasita (SINGH, KUMAR & SINGH, 2012; CROFT, SUNDAR & FAIRLAMB, 2006). 
Apesar de permanecerem como uma das principais linhas de tratamento para a leishmaniose, 
muitas cepas de leishmania apresentam resistência aos antimoniais pentavalentes. Tal resistência ori-
ginou-se do uso amplo e irracional desses fármacos na terapêutica. Os mecanismos envolvidos nesta 
resistência não foram, ainda, completamente elucidados, mas parecem envolver alta atividade de en-
zimas relacionadas à biossíntese de glutationa (Figura 9) que formam complexos com o antimônio 
trivalente, armazenando-os em vesículas, através de transportadores específicos (PgpA), e excretando 
estes complexos para o citoplasma do macrófago hospedeiro (MITTAL et al., 2007; CROFT, SUN-
DAR & FAIRLAMB, 2006). 
A anfotericina B (Figura 7B) é o fármaco de segunda escolha no tratamento de todas as formas 
de leishmaniose. Obtida pela primeira vez em extratos de Streptomyces nodosus, uma bactéria fila-
mentosa, este fármaco é a alternativa de tratamento em regiões da Índia onde a resistência a antimoni-
ais pentavalentes é muito comum. O mecanismo de ação da anfotericina B envolve a alta afinidade do 
fármaco pelo ergosterol, o esterol mais abundante na membrana plasmática tanto de fungos quanto de 
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protozoários, porém incomum na membrana plasmática de células humanas, conferindo, a este fárma-
co, alta toxicidade seletiva a patógenos. O fármaco se intercala na membrana plasmática (Figura 9 1) 
formando poros que causam morte por desequilíbrio do meio intracelular, lise celular e perda de per-
meabilidade seletiva. (IQBAL et al, 2016; SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). Estudos recentes, con-
tudo, demonstram que o mecanismo da anfotericina B pode ser multifacetado, envolvendo a auto-
oxidação do fármaco com formação de radicais livres (Figura 9 2) e subsequente dano por estresse 
oxidativo (PURKAIT et al., 2012). 
 
Figura 8 - Mecanismos de ação e resistência envolvendo os antimoniais pentavalentes. Orn: 
ornitina; ODC: ornitina descarboxilase; GSC: glutamilcisteínasintase; PgpA: glicoproteína P; 
AQP: aquaglicoporina. Setas vermelhas indicam inibição e setas pontilhadas indicam processos 
não-enzimáticos (Adaptado de: CROFT, SUNDAR & FAIRLAMB, 2006). 
 
 
Apesar de eficiente, a anfotericina B está associada a diversos efeitos colaterais importantes 
incluindo miocardite, hipocalemia, disfunções renais e até morte. Tromboflebite durante a aplicação 
exige a administração hospitalar deste fármaco, dificultando o acesso ao mesmo por parte de popula-
ções mais carentes e distantes, bem como encarecendo o tratamento. Soluções farmacotécnicas têm 
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sido aplicadas com vistas a evitar esses efeitos colaterais. Lipossomas ou dispersões coloidais usando 
colesterol e anfotericina B se mostraram muito eficientes na redução dos efeitos colaterais e aumento 
da meia-vida plasmática. O Ambisome®, formulação lipossomal da anfotericina B, é a primeira e única 
opção de tratamento de leishmanioses em países desenvolvidos, como Estados Unidos da América e 
países europeus (IQBAL et al, 2016; CROFT & COOMBS, 2003). 
Ainda que as formulações tenham se mostrado eficientes na redução dos efeitos colaterais, o 
alto custo de sua produção limita seu amplo uso bem como, novamente, seu acesso por parte de popu-
lações carentes (IQBAL et al, 2016; CROFT & COOMBS, 2003). 
 
Figura 9 – O mecanismo de ação por desestabilização da membrana plasmática é mostrado em 
(1). Em (2) a hipótese do mecanismo por geração de ROS. O mecanismo de resistência relaciona-
do ao efluxo do fármaco pelo receptor MDR1 é apresentado em (3). Em (4) o mecanismo de resis-
tência envolvendo a neutralização das espécies radicalares. mTXN: triparredoxina mitocondrial; 
cTXN: triparredoxina citoplasmática; MTP: triparredoxinaperoxidase mitocondrial; CTP: tripar-
redoxinaperoxidase citoplasmática; (Adaptado de: PURKAIT et al., 2012).  
 
 
Resistência ao uso deste fármaco também já foi bem reportada. Em experimento realizado por 
Mbongo et al., cepas resistentes de Leishmania donovani foram selecionadas por aumento contínuo 
dos níveis de anfotericina B no meio de cultura. Essas cepas mostraram uma alteração no perfil de 
esteróis da membrana plasmática com redução dos níveis de ergosterol em detrimento de um precur-
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sor, o colesta-5, 7, 24-trien-3β-ol. Isso ocorreria devido à redução na expressão de uma isoforma da S-
adenosil-L-metionina-C24-Δ-esterol metiltransferase A (SCMT A), enzima da via de biossíntese do 
ergosterol. Estudos mostram ainda que as cepas resistentes a anfotericina B apresentam níveis intrace-
lulares do fármaco inferiores quando comparados a cepas não resistentes sugerindo um mecanismo de 
efluxo do fármaco relacionado aos transportadores ABC, especificamente o transportador MDR1.O 
mesmo estudo mostrou, ainda, que os genes relacionados à via do metabolismo de tióis, responsável 
pela destoxificação celular, encontram-se superexpressos (CROFT, SUNDAR & FAIRLAMB, 2006; 
PURKAIT et al., 2012). A Figura 9 mostra os mecanismos hipotéticos de resistência a Anfotericina B 
propostos por Purkait et al. 
Outro fármaco utilizado como alternativa no tratamento da leishmaniose é a miltefosina (Figu-
ra 7C). Planejada inicialmente como um quimioterápico antineoplásico, a miltefosina se caracteriza 
quimicamente por uma alquilfosfocolina e mostrou excelentes resultados no tratamento da leishmani-
ose visceral, tanto em pacientes imunocompetentes como nos imunocomprometidos. O mecanismo de 
ação leishmanicida da miltefosina continua inexplicado, mas poderia ser extrapolado do efeito que a 
mesma desencadeia em células mamíferas causando modulação dos receptores da membrana celular, 
alterando o metabolismo de inositol e vias relacionadas à mitose, que acabam culminando em morte 
celular por apoptose. A miltefosina apresenta, ainda, importante ação na proliferação celular do parasi-
ta por reduzir os níveis intracelulares de lipídeos sugerindo uma inibição parcial da fosfatidiletanola-
mina-N-metiltransferase (IQBAL et al, 2016; SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). 
Por ser um dos fármacos mais recentes no tratamento da leishmaniose, nenhum caso de resis-
tência tem sido reportado, apesar de alguns pacientes terem apresentado reincidência no período de 9 a 
12 meses após o tratamento com miltefosina. Cepas resistentes a miltefosina foram geradas em labora-
tório na tentativa de compreender melhor os mecanismos pelos quais o parasita pode desenvolver re-
sistência à miltefosina. Nesse estudo foi possível identificar o transportador de membrana tipo-P res-
ponsável pelo transporte tanto de glicerofosfolipídeos quanto de miltefosina em promastigostas de 
Leishmania (Leishmania) donovani (SINGH, KUMAR & SINGH, 2012; CROFT, SUNDAR & 
FAIRLAMB, 2006; PEREZ-VICTORIA, 2003). 
Importante ressaltar que em estudos conduzidos por Soto et al. em 2004 demonstraram que a 
miltefosina não foi suficientemente eficaz no tratamento da leishmaniose causada pelas Leishmania 
(Viannia) braziliensis, forma comum no Brasil e em toda a América Latina, apresentando uma taxa de 
cura de 53% dos pacientes, valor baixo quando comparado a taxa de cura superior a 90% apresentada 
pelo mesmo fármaco para outras espécies de leishmania (SOTO et al., 2004). 
Fármaco reposicionado recentemente para o tratamento das leishmanioses ainda é a paromo-
micina (Figura 7D), um antibiótico aminoglicosídico obtido do fungo Streptomyces rimosus.  A paro-
micina é ativa contra ambas as formas clínicas da leishmaniose, sendo mais ativa contra a forma cutâ-
nea do que contra a forma visceral. Estudos mostraram que a paromicina demonstrou alta eficiência e 
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boa tolerância pelos pacientes, que foram curados após dez dias de aplicação tópica de sulfato de pa-
romicina em feridas causadas pela leishmaniose cutânea. O mecanismo de ação da paromicina está 
associado à inibição da síntese proteica pela ligação à subunidade 30S do ribossomo, levando ao acú-
mulo de complexos de iniciação anormais e culminando com a síntese de proteínas deficientes. Os 
principais efeitos colaterais associados à formulação tópica de paromomicina incluem ototoxicidade, 
disfunções hepáticas e distúrbios cutâneos (IQBAL et al, 2016; SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). 
Novamente, por se tratar de um fármaco novo no tratamento da leishmaniose, poucos casos de 
resistência foram reportados. Estudos realizados por Fong et al. mostraram que a resistência a paro-
momicina não está associada ao mecanismo de mutação das subunidades do RNA, muito bem eluci-
dado em bactérias, mas sim à redução no influxo de paromomicina para a célula (CROFT, SUNDAR 
& FAIRLAMB, 2006; FONG et al., 1994). 
A pentamidina (Figura 7E) é uma diamidina originalmente sintetizada como um agente hipo-
glicemiante, mas que é utilizado como fármaco de segunda escolha no tratamento da leishmaniose há 
mais de quarenta anos por possui boa atividade especialmente contra a forma visceral da leishmaniose. 
Foi amplamente aplicada no tratamento de casos refratários aos antimoniais na Índia, mas a queda na 
eficácia e o alto risco de desenvolvimento de resistência fizeram com que a aplicação desse fármaco 
diminuísse gradativamente. Efeitos colaterais como náusea, dor de cabeça, disfunções hepáticas e re-
nais além de casos raros de Diabetes mellitus também tornam a pentamidina um fármaco de difícil 
utilização (CROFT, SUNDAR & FAIRLAMB, 2006; IQBAL et al, 2016; SINGH, KUMAR & 
SINGH, 2012). 
Apesar de não ter seu mecanismo de ação totalmente esclarecido, sabe-se que a pentamidina 
adentra a célula promastigota através de transportadores de arginina e poliaminas. O fármaco, então, se 
acumula na mitocôndria, o que sugere que sua atividade leishmanicida se deva a alterações no poten-
cial de membrana da mitocôndria. O desenvolvimento de resistência à pentamidina se dá principal-
mente por modificações nos transportadores envolvidos no influxo do fármaco assim como aumento 
na expressão de proteínas envolvidas no efluxo do fármaco. (SINGH, KUMAR & SINGH, 2012; 
CROFT, SUNDAR & FAIRLAMB, 2006). 
Por fim, a sitamaquina (Figura 7F), uma 8-aminoquinolina, é o único fármaco disponível na 
terapêutica desenvolvido para o tratamento da leishmaniose visceral. Estudos clínicos na Índia e no 
Quênia comprovaram a eficácia do fármaco com alguns efeitos colaterais como vômito, cianose e 
disfunções renais como glomerulonefrite.  
Em altas concentrações a sitamaquina afeta tanto a morfologia quanto a motilidade do parasi-
ta. É sabido que o fármaco interage com as cabeças polares aniônicas dos fosfolipídios de membrana, 
penetrando a célula por difusão e acumulando-se no citosol e em vesículas ácidas do parasita, os aci-
docalcissomas, mas a correlação entre esse acúmulo e o mecanismo de ação permanece inexplicado 
(IQBAL et al, 2016; SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). 
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Por ser um fármaco recente, casos de resistência não foram reportados na prática clínica, mas 
cepas resistentes foram obtidas usando altas concentrações de sitamaquina no meio de cultura. Essas 
cepas foram inoculadas em ratos e, feridas causadas pela leishmaniose cutânea não apresentaram si-
nais de regressão (SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). Recentemente, Imbert et al. realizaram estudos 
sobre possíveis mecanismos de resistência na Leishmania (Leishmania) donovani. Foi observado que, 
diferentemente do esperado, não houve influência na captação de sitamaquina e sim redução no acú-
mulo de sitamaquina no interior do parasita indicando que, possivelmente, o mecanismo de resistência 
a este fármaco envolva efluxo (IMBERT et al., 2014). Mais estudos são necessários, contudo, para 
elucidar completamente os mecanismos de ação, resistência e toxicidade da sitamaquina. 
Alternativa terapêutica interessante a parasitoses em geral, é a terapia combinada, uma vez que 
a maioria dos fármacos disponíveis apresenta série de desvantagens, tais como longos períodos de 
tratamento, administração por vias parenterais, toxicidade elevada e altos custos no tratamento; além 
do risco de desenvolvimento de resistência (VAN GRIENSVEN & BOELAERT, 2011). Sundar et al. 
coordenou estudo onde três terapias combinadas foram aplicadas: I.) miltefosina e paromicina por dez 
dias; II.) dose única de anfotericina B lipossomal e 10 dias de paromicina; e III.) dose única de anfote-
ricina B lipossomal e 7 dias de miltefosina. Todos esses tratamentos foram comparados à monoterapia 
convencional com anfotericina B. Os resultados demonstraram a alta eficácia da terapia combinada, 
que foi bem tolerada pelos pacientes e apresentou cura de 97% dos pacientes em até seis meses após o 
tratamento. Houve, ainda, uma queda significativa no tempo de tratamento, reduzido de vinte e oito 
dias no tratamento convencional para até onze dias na terapia combinada (SUNDAR, 2011). 
Durante as últimas décadas várias pesquisas têm obtido sucesso nos campos de diagnóstico e 
sistemas de monitoramento da doença, mas a descoberta ou o desenvolvimento de novos fármacos, 
bem como estudos sobre novos alvos macromoleculares ficou aquém do satisfatório, tornando a pes-
quisa nessa área urgente na tentativa de combater a progressão da doença em diversas partes do mundo 
(SINGH, KUMAR & SINGH, 2012). 
 
1.4. N-Miristoiltransferase (TATE et al., 2014) 
 
Diversas proteínas, muitas delas relacionadas a patologias humanas, são modificadas covalen-
temente, durante ou após sua síntese ribossomal, pela inserção de ácidos graxos ou cadeias isoprenoi-
des em suas estruturas. Tais modificações desempenham papel importante na regulação estrutural e 
funcional destas proteínas. Esse processo de lipidação proteica ocorre, na maioria das vezes, de forma 




Dentre as enzimas responsáveis pelo processamento co-traducional proteico em eucariotos, a 
N-miristoiltransferase (NMT; International Union of Biochemistry and Molecular Biology, acesso EC 
2.3.1.97) apresenta importante papel no endereçamento de proteínas à membrana plasmática e ancora-
gem das mesmas às cadeias lipídicas, na estabilização da estrutura protéica e na mediação de intera-
ções interproteicas (BHATNAGAR et al., 1999; FARAZI, WAKSMAN & GORDON, 2001).  
As NMTs estão presentes em vários organismos eucariotos, como fungos, protozoários parasí-
ticos (tripanossomatídeos e plasmodium), insetos e mamíferos em geral mostrando-se essencial para a 
sobrevivência de diversos organismos como o Trypanosoma brucei na corrente sanguínea do hospe-
deiro e a Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) donovani nos estágios de vida 
dentro do inseto. Sabe-se ainda que aproximadamente 150 proteínas humanas são miristoiladas, inclu-
indo as Src quinases e a c-Abl, proteínas relacionadas ao controle do ciclo celular (WU et al., 2007; 
RESH, 2012). 
 
1.4.1. Estrutura e Mecanismo 
 
N-Miristoiltranferases são proteínas da superfamília das N-aciltransferases GCN5-relacionadas 
(GNAT). Essa superfamília foi descoberta durante os anos 80 em estudos com bactérias resistentes aos 
antibióticos aminoglicosídicos (gentamicina e canamicina) sendo identificado que tais enzimas acila-
vam, regiosseletivamente, cinco grupos amina destes antibióticos levando à perda de atividade destes 
antibióticos (VETTING et al., 2005). 
Nos anos 90 a GCN5 foi identificada e sua função associada à acilação de histonas. Mais re-
centemente, devido à evolução dos métodos de sequenciamento genômico e técnicas de bioinformáti-
ca, revelou-se mais de dez mil proteínas dentro da superfamília das GNATs em todos os reinos bioló-
gicos, mas apenas vinte e quatro membros dessa superfamília foram estruturalmente caracterizados 
(VETTING et al., 2005). 
Do ponto de vista topológico as proteínas da superfamília GNAT se caracterizam por uma re-
gião N-terminal em folha β pregueada seguida de duas α hélices, três folhas β antiparalelas e uma héli-
ce central muito característica desta superfamília (Figura 10). Uma quinta folha β seguida de uma úl-
tima α hélice precedem a porção C-terminal em folha β. A superimposição de quinze membros da 
GNAT mostra que as sequências estruturas citadas são universalmente conservadas. As diferenças 
entre as GNAT estão geralmente relacionadas à porção imediatamente após o N-terminal e, mais signi-




Muitas funções são exercidas pelas proteínas da superfamília da GNAT, sendo que grande par-
te delas tem como função acetilar pequenas estruturas como a serotonina N-acetiltransferase, enzima 
responsável pela penúltima etapa de biossíntese da melatonina (VETTING et al., 2005). 
 




Um tipo específico de aciltranferase, as N-Miristoiltransferases são proteínas que catalisam a 
transferência de uma unidade de Miristoil-CoA (um grupo acila de cadeia mais longa do que os trans-
feridos pelas acetiltransferase) para proteínas ou pequenas moléculas como mostrado na Figura 11 
(VETTING et al., 2005; BRANNIGAN et al., 2010). 
A unidade de Miristoil-CoA é transferida para a proteína-substrato por um mecanismo Bi-Bi 
orientado, isto é, a ligação da unidade Miristoil-CoA induz modificação conformacional tal que expõe 
o resíduo C-terminal da NMT possibilitando a interação desta com seu substrato. Depois que a transfe-
rência é efetivada, a coenzima A deixa o sítio ativo e uma nova alteração conformacional internaliza a 
região C-terminal da NMT de modo que a proteína-substrato, agora miristoilada, perde seus principais 
pontos de interação e é liberada da NMT. (BRANNIGAN et al., 2010; BHATNAGAR et al., 1999). 
A reação de transferência do miristoil ocorre por mecanismo químico de adição seguido de 
eliminação (Figura 11B) e requer a polarização da carbonila do tioéster para torná-la suscetível a um 
ataque nucleofílico. A estrutura ternária da NMT mostra que a polarização desta carbonila assim como 
a estabilização do estado de transição durante a transferência do ácido mirístico para a proteína-
substrato se dá pelo posicionamento da proteína em uma cavidade aniônica. A carbonila do tioéster é 
polarizada por meio de interações com a NMT (Phe168 e Leu169, para a LmNMT) enquanto o amônio 
da glicina do peptídeo sofre desprotonação para gerar a amina nucleofílica que realizará tal ataque. A 
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estabilização destas etapas, inclusive do estado de transição, ocorre mediante interações com aminoá-
cidos específicos das NMTs que variam conforme o gênero ou mesmo a espécie do organismo em 
questão (FARAZI, WAKSMAN & GORDON, 2001; RUDNICK et al., 1991; SOGABE et al., 2002; 
BRANNIGAN et al., 2010). 
 
Figura 11 – (A) Reação de transferência de um Miristoil-CoA para o resíduo 
glicina N-terminal de uma proteína-substrato. (B) Mecanismo detalhado da rea-
ção evidenciando todos os aminoácidos importantes para essa transferência, em 
Leishmania (Leishmania) major (Adaptado de: TATE et al., 2014; BRANNI-




Previamente, a N-miristoilação foi descrita como modificação co-traducional que ocorria no 
peptídeo nascente seguida da remoção de uma metionina terminal (Figura 12A). Entretanto estudos 
revelaram que a miristoilação também ocorre de forma pós-traducional (Figura 12B) na glicina termi-
nal de uma proteína-substrato a qual é exposta após a ação de caspases (MARTIN, BEAUCHAMP & 
BERTHIAUME, 2011). 
Outro ponto importante para a transferência do miristoil-CoA é a interação eletrostática entre o 
carboxilato do resíduo C-terminal da NMT (Leu421 na LmNMT) e o íon amônio referente ao resíduo 
glicina N-terminal da proteína-substrato, sendo resultante desta interação eletrostática a desprotonação 
deste íon, gerando uma amina nucleofílica capaz de atacar a carbonila do tioéster já polarizada. 
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Figura 12 – Mecanismos co-traducional e pós-traducional de miristoilação de proteínas (MARTIN, 
BEAUCHAMP & BERTHIAUME, 2011). 
 
 
A estrutura cristalográfica da NMT de Saccharomyces cerevisae foi a primeira a ser obtida em 
1998. As enzimas de Leishmania (Leishmania) major (BRAND et al., 2012) e Leishmania (Leishma-
nia) donovani (BRANNINGAN et al., 2010) foram obtidas mais recentemente. A obtenção destas 
estruturas é fundamental para a compreensão das interações entre o Miristoil-CoA e a proteína-
substrato (Figura 13) possibilitando o desenvolvimento de moléculas que tenham as NMTs como alvo. 
 
Figura 13 – Estrutura ternária da NMT de Saccharomyces cerevisae co-cristalizada com substrato 
peptídico (A) e um análogo não hidrolisável do Miristoil-CoA (B) ligados em seus respectivos 





A NMT, ainda, parece ser extremamente específica para a transferência de ácidos graxos C14 
permitindo apenas pequenas mudanças no tamanho da cadeia acílica.  
Por outro lado, o reconhecimento do substrato peptídico é complexo e parece não exigir ne-
nhum grupo de características estruturais específico, exceto uma glicina N-terminal. A principal teoria 
acerca da especificidade de ligantes peptídicos para a NMT se baseia nas características estéricas dos 
peptídeos a serem miristoilados, complementares às do sítio de ligação. Após ser reconhecido pela 
NMT, o peptídeo realiza uma rotação para que fique alinhado corretamente com o tioéster da cadeia 
acílica. Estruturas peptídicas que apresentem impedimento estérico podem prejudicar este giro e assim 
impedir a miristoilação do mesmo. 
 
 
Figura 14 – Sobreposição das estruturas de Miristoil-CoA co-cristalizadas 
com NMT de diversas espécies. Em destaque a carbonila do tioéster que é 
polarizada na cavidade aniônica para facilitar o ataque da amina nucleofí-
lica do substrato. Em verde: Plasmodium vivax NMT (4A95); em azul cla-
ro: Leishmania (Leishmania) donovani NMT (2WUU); em amarelo e em 
roxo: Saccharomyces cerevisae NMT (2P6E e 1IIC, respectivamente); em 
laranja: Homo sapiens NMT (3IWE); em azul escuro: Candida albicans 





Tais características de ambos os sítios ligantes levam a crer que o sítio de reconhecimento da 
proteína substrato pode ser o mais adequado para ser explorado no desenvolvimento de moléculas com 
capacidade de inibição seletiva da NMT de diversos microorganismos. 
 
1.4.2. Proteínas N-miristoiladas e suas funções 
 
Estima-se que até 3% do proteoma eucarioto seja miristoilado. De maneira geral, as proteínas 
miristoiladas estão associadas ao ancoramento transiente de membrana, visto que o miristoil apresenta 
apenas um ponto de interação com a membrana, a saber, o grupo acila. Este grupo interage com as 
cabeças polares ácidas dos fosfolipídeos de membrana, enquanto que a cauda apolar realiza interações 
de van der Waals, bem mais fracas que as primeiras, com a bicamada lipídica. Para um ancoramento 
mais forte na membrana, a proteína deveria apresentar além do grupo miristoil, um segundo ponto de 
interação como outros grupos acila (geralmente palmitato), grupos de aminoácidos básicos que intera-
jam com as cabeças polares ácidas dos fosfolipídeos de membrana ou um domínio que interaja com 
outra proteína ancorada à membrana. 
A contribuição da miristoilação como mecanismo de regulação da localização de proteínas e, 
consequentemente, na sua funcionalidade foi amplamente estudada. Em 2011 Stael et al. demonstra-
ram, por exemplo, como a acilação de proteínas afeta sua localização subcelular. Estudos subsequentes 
observaram que doenças como câncer, por exemplo, podem estar estritamente relacionadas ao nível de 
expressão da NMT, como demonstrado em adenocarcinomas e tumores colorretais. Por fim, fungos e 
protozoários como os tripanossomatídeos e o Plasmodium tema NMT como molécula fundamental 
para a infecção e sobrevida. Até mesmo vírus, como o HIV, necessitam de processos de miristoilação 
para sua replicação. Nestes casos, as proteínas Gag e Nef, precursoras de uma série de peptídeos, pre-
cisam ser miristoiladas pela NMT do hospedeiro para que, quando ancoradas na membrana plasmática, 
sejam clivadas gerando os peptídeos fundamentais para a formação do capsídeo do vírus.  (MARTIN, 
BEAUCHAMP & BERTHIAUME, 2011; STAEL et al.; 2011). 
Nos tripanossomatídeos poucas são as proteínas miristoiladas com função essencial identifica-
das, porém, dada suas importâncias para infectividade e sobrevida do parasita, estas se tornam alvos 
interessantes a serem explorados na busca de novos fármacos antiparasitários.  
Em estudos recentes, Wright et al. delinearam um procedimento para a compreensão do prote-
oma N-miristoilado da Leishmania (Leishmania) donovani (Figura 15). Neste experimento foram uti-
lizados alcinos terminais análogos à Miristoil-CoA aptos a serem reconhecidos pela NMT como son-
das para estudar a atividade da enzima. Um peptídeo-substrato foi então exposto ao complexo formado 
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entre a NMT e o análogo do Miristoil-Coa, de modo que este análogo é inserido no substrato e após 
reação de “click-chemistry”, este se torna definitivamente marcado (WRIGHT et al., 2015). 
A partir deste estudo foi possível obter o perfil das proteínas N-miristoiladas em L. donovani. 
Esse N-miristoma foi, então, avaliado por espectrometria de massas e Western Blot e uma gama de 30 
proteínas com as mais diversas funções foram identificadas (WRIGHT et al., 2015). 
Os principais substratos para NMT identificados foram proteínas associadas ao desenvolvi-
mento do parasita no hospedeiro, ARL-1 e HASPB, além de uma pequena família de proteínas com 
funções no desenvolvimento do flagelo e maturação do parasita no vetor. Correspondendo a uma par-
cela bem menor, proteínas quinases e proteínas de transporte também foram identificadas como poten-
ciais substratos de miristoilação na leishmania (WRIGHT et al., 2015). 
Estudos de bioinformática estimam cerca de 60 proteínas miristoiladas em várias espécies de 
Leishmania, a maioria delas sem função definida, mas com algum grau de similaridade com proteínas 
de outras espécies eucariotas, sugerindo função específica no parasita. 
 
Figura 15 – Experimento realizado por Wright et al.com objetivo de 
identificar o proteoma N-miristoilado da Leishmania (Leishmania) 





Prever e validar os potenciais substratos para N-miristoilação é um desafio essencial para a va-
lidação da NMT como um alvo macromolecular para o desenvolvimento de novos fármacos. De qual-
quer forma nem a estrutura, nem a função do proteoma N-miristoilado de uma série de parasitas, em 
particular de tripanossomatídeos como a leishmania, são conhecidos. Em particular, boa parte deste 
desconhecimento provém das limitações técnicas impostas por esses organismos que dificultam, por 
exemplo, a manipulação genética da forma intracelular responsável pelos estágios de infecção, a forma 
amastigota.  
Outro fator limitante na identificação da função do N-miristoma é a dificuldade em analisar a 
lipidação de proteínas nativas, pois se fundamenta em técnicas extremamente laboriosas como a mar-
cação radioativa com trítio do ácido mirístico usado como substrato. Técnicas mais recentes, utilizan-
do sondas químicas que permitem marcar de forma mais simples as proteínas, podem auxiliar na des-
coberta de novas proteínas miristoiladas, assim como avaliar a função das mesmas no desenvolvimen-
to e na sobrevivência dos parasitas, permitindo compreender melhor a real função da NMT no ciclo de 
vida desses parasitas. 
 
1.5. NMT como um alvo macromolecular 
 
Embora ainda não totalmente validada, muitas evidências sugerem que a N-
Miristoiltransferase seja um bom alvo macromolecular na busca de novos fármacos antiparasitários. 
Primeiramente, a NMT é uma proteína responsável pela modificação específica de uma série de subs-
tratos envolvidos em muitas vias bioquímicas essenciais. Além disso, foi possível observar, por estu-
dos de validação química e genética, que a NMT é essencial para a viabilidade de muitos organismos, 
incluindo os parasitas causadores da leishmaniose. 
A grande variedade de substratos possíveis para a NMT, ainda, pode ser um fator limitante no 
desenvolvimento de resistência aos inibidores dessa enzima, por parte de organismos patogênicos. 
Pequenas alterações estruturais no sítio ligante da enzima, resultantes de mutações que levari-
am à seleção de organismos resistentes, provocariam a redução de afinidade pelos compostos inibido-
res da enzima, como possível mecanismo de resistência. Estas alterações, contudo, também prejudica-
riam o reconhecimento dos substratos naturais, causando miristoilação incorreta ou insuficiente destes 






1.5.1. Inibidores de NMT como antifúngicos 
 
Grande parte dos estudos na validação do alvo macromolecular e no desenvolvimento de ini-
bidores não-peptídicos para NMT foi conduzido na tentativa de se desenvolver novos antifúngicos 
devido a importante presença desta enzima em Candida sp. (CaNMT). Quatro classes de inibidores 
não-peptídicos de NMT em fungos são reportadas: 1) Análogos do ácido mirístico; 2) Inibidores p-
tolueno sulfonamídicos; 3) Inibidores benzofurânicos; e 4) Inibidores benzotiazólicos. Dentre as qua-
tro classes exploradas para o desenvolvimento de novos inibidores de NMT, os benzofurânicos e ben-
zotiazólicos são os de maior destaque por terem apresentado, nos diferentes estudos realizados, boa 
afinidade (PRASAD, TORASKAR & KADAM, 2008). 
Partindo de inibidor peptídico competitivo conhecido da CaNMT, o octapeptídeo 
GLYASKLS, foram realizadas modificações seletivas nos aminoácidos desta estrutura enquanto ele-
mentos essenciais para alta afinidade foram conservados gerando, primeiramente, o derivado 1 (Figura 
16) e o composto 2 (Figura 16) que apresentou excelente perfil de atividade inibitória (IC50: 56 nM e 
Ki = 30 nM) porém baixa performance nos estudos in vivo (BOWYER et al., 2008). 
Figura 16 - Inibidores peptídicos e peptidomiméticos 
da CaNMT e suas respectivas concentrações inibitó-
rias mínimas a 50% na NMT de Candida albicans 




Estudos subseqüentes de screening randômico de bibliotecas químicas demonstraram que, 
mantendo-se as conformações originais da hidroxila e da amina primária como estão presentes nas 
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serina e lisina da estrutura peptídica original (em vermelho em 1, Figura 16), é possível obter deriva-
dos de estrutura mais simples e de fácil obtenção em termos sintéticos, porém com alta especificidade 
e atividade (MASUBUCHI et al., 2001; EBIIKE et al., 2002; KAWASAKI et al., 2003). 
Benzofuranos como o composto RO-09-4879 (Figura 17), obtido por modificações molecula-
res dirigidas de RO-09-4609 foram amplamente ensaiados frente à NMT de C. albicans (CaNMT). 
RO-09-4879, particularmente, exibiu excelente comportamento tanto em estudos enzimáticos (IC50: 
0,0057 µM) quanto em ensaios de concentração inibitória mínima (CIM: 0,10 µM) (EBARA et al., 
2005). 
Estes análogos foram obtidos a partir do protótipo 3 (Figura 17) para o qual, originalmente, se 
conhecia a atividade bloqueadora de β-adrenoreceptores. Uma vez que é amplamente conhecido que 
esta atividade está associada, dentre outros fatores, à presença da cadeia lateral β-aminoálcool, a re-
moção da hidroxila desta cadeia foi realizada como primeira modificação em busca de compostos com 
atividade exclusivamente sobre a CaNMT (EBARA et al., 2005). 
 
 
Figura 17 - Derivados benzofurânicos em estudo contra CaNMT. 
 
 
Cristalografia de raio-X do complexo binário CaNMT-inibidor benzofurânico (Figura 19) ob-
tida por Masabuchi et al. mostra que estes derivados interagem com a enzima por 4 pontos principais 
(MASUBUCHI et al., 2003). 
O esqueleto benzofurânico acomoda-se em cavidade ampla localizada nas vizinhanças da leu-
cina catalítica (Leu451) com a qual o inibidor estabelece interação por meio de nitrogênio doador de 




Já o substituinte em C2 deste sistema dirige-se para o bolso hidrofóbico formado por 3 resí-
duos de fenilalanina, Phe115, Phe240, Phe339. Análogos apresentando grupos aromáticos nesta posição 
apresentam, portanto, melhor interação nesta região. Como anéis aromáticos contendo grupos elétron-
retiradores interagem mais intensamente com outros sistemas aromáticos (no caso, fenilalaninas do 
bolso), os inibidores mais potentes desenvolvidos contêm um ou mais átomos de flúor neste anel 
(MASUBUCHI et al., 2003). 
Com relação aos substituintes em C4 do sistema anelar, os pesquisadores da Roche verificaram 
que importante interação auxiliar com a Tyr119 era estabelecida mediante ligação de hidrogênio com 
grupo carregando nitrogênio na forma de anel piridínico (MASUBUCHI et al., 2003). 
Interações entre os oxigênios do sistema benzofurânico e da cadeia em C2 com os resíduos 
His227 e Asn392, respectivamente, parecem fechar o quadro das interações pelas quais os benzofurâni-
cos inibem a NMT de C. albicans (MASUBUCHI et al., 2003). 
 
Figura 18 – Representação esquemática das interações observa-
das para inibidores benzofurânicos com a CaNMT obtidas por 





Com relação à classe dos derivados benzotiazólicos Yamazaki et al. trabalharam extensiva-
mente sobre estes esqueletos na busca de novos compostos, também com ação antifúngica. Baseando-
se nos trabalhos originais de Armour et al. e de Ohtsuka & Aoki que trabalharam com benzotiazóis 
como o UK-370,485 (Figura 19) e aplicando estudos de triagem virtual estes pesquisadores chegaram 
ao análogo A (Figura 19), um potencial inibidor da CaNMT com estrutura benzotiazólica, porém exi-
bindo baixa atividade intrínseca (YAMAZAKI et al., 2005; ARMOUR et al., 2001; OHTSUKA & 
AOKI, 2005). 
Partindo-se de A, contudo, foi possível realizar otimização estrutural guiada por modificações 
racionais, elaboradas de forma sucessiva e sistemática. Presença de amida ou grupo similar em C2 do 
benzotiazol (Figura 19) parece ser crucial para a atividade inibitória. Amidas com grupos R1 mais hi-
drofóbicos e alquílicos cíclicos produziram compostos mais ativos que A (YAMAZAKI et al., 2005). 
Variação da cadeia no C6 demonstrou que derivados contendo amida no lugar do éster do 
composto A apresentam melhor atividade, sendo esta ainda mais exacerbada se a amida estiver em 
posição invertida com relação ao sistema anelar. Quando estas amidas são ligadas, por meio de cadeia 
espaçante (linker), a aminas secundárias os melhores análogos são obtidos. Grupos aromáticos volu-
mosos substituindo estas aminas secundárias em R2 também favorecem a inibição da CaNMT (YA-
MAZAKI et al., 2005). 
 
Figura 19 – Primeiros compostos benzotiazólicos estudados como inibidores de CaNMT 
(YAMAZAKI et al., 2005). 
 
 
Por fim, a distância D entre os nitrogênios amídico e amínico (Figura 20), parece interferir 
com a atividade destes compostos mostrando que a posição da amina secundária é crucial para a inte-
ração com a CaNMT. Quando este espaçamento foi realizado por meio de cadeias alquílicas cíclicas, 
ou por meio de espaçantes com estereoquímica definida, os análogos obtidos foram surpreendente-
mente mais ativos, corroborando a importância da posição estérica da amina secundária para a ativida-
de (YAMAZAKI et al., 2005). 
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Tais conclusões de “relação estrutura química-atividade biológica” supracitadas somente fo-
ram possíveis devido à síntese em fase sólida de mais de 40 compostos seguido de testes biológicos de 
determinação de valores de CIM e IC50 realizado pelos pesquisadores da SSP Co. (YAMAZAKI et al., 
2005; EBARA et al., 2005). 
Comparando os estudos com derivados benzofurânicos e benzotiazólicos é possível concluir 
que estes compartilham, pelo menos, 3 elementos estruturais similares: 1) anel benzo-heterocíclico 
como esqueleto básico, 2) amina secundária na cadeia lateral em C4 do sistema anelar e 3) grupo hi-
drofóbico ligado à posição C2 por meio de diferentes funções espaçantes (por exemplo: amidas, éste-
res, éteres). 
 
Figura 20 – Estrutura geral dos Benzotiazóis testados para inibição da CaNMT com as 
variações realizadas por Yamazaki et al. em R1 e R2; Ao lado do esqueleto geral apresen-
ta-se FTR1335, o mais ativo inibidores de CaNMT benzotiazólicos obtidos. (YAMA-





Muito embora benzofuranos e benzotiazóis tenham se mostrado altamente eficazes no comba-
te in vitro e in vivo de infecções fúngicas por C. albicans, seus desenvolvimentos foram encerrados 
pelas indústrias responsáveis, devido à alta especificidade a certas espécies de fungos dos compostos 
mais potentes obtidos. Especificidade é uma característica desvantajosa para antifúngicos, já que o 
diagnóstico diferencial destas infecções raramente é realizado antes do tratamento, sendo preferível 
utilizar fármacos de amplo espectro como terapia inicial. Este problema não ocorre para infecções 
parasitárias, visto que estas são diagnosticadas clínica, molecular e mesmo epidemiologicamente antes 
da escolha terapêutica. Pensando nisso, vários estudos tentaram explorar o desenvolvimento de inibi-
dores de NMT já bem delineado para fungos para outras infecções (BRANNIGAN et al., 2010). 
 
1.5.2. Inibidores de NMT como antiparasitários: Piggyback Approach 
 
Reposicionamento de fármacos é o nome dado ao processo de aplicação de um fármaco já co-
nhecido na terapêutica para o tratamento de uma nova doença visando reduzir os custos de testes clíni-
cos já que os testes de segurança e farmacocinética já foram realizados. Fármacos como a sildenafila e 
a talidomida tiveram suas aplicações modificadas após observações empíricas de seu uso ou compre-
ensão total de seus mecanismos de ação (WILKINSON & PRITCHARD, 2015). 
Metodologia similar, o Piggyback Aprroach, busca descobrir novas moléculas com possível 
atividade biológica sem envolver os custos de um projeto completo de desenvolvimento, visto que 
busca explorar moléculas que tenham demonstrado resultados promissores em estudos para uma de-
terminada patologia, no desenvolvimento de potenciais agentes para tratamento de outra doença. Esta 
técnica é particularmente interessante na busca de novos agentes antiparasitários aplicados para o tra-
tamento de endemias tropicais negligenciadas, considerando-se o panorama de urgência de algumas 
doenças como a leishmaniose e as tripanossomíases africana e americana (Doença de Chagas). 
(GELB, 2007). 
Exemplo bem sucedido da aplicação da técnica de Piggyback Approach foi o desenvolvimento 
de inibidores de N-Miristoiltranferase de Plasmodium. Pensou-se que, através dos dados obtidos para a 
NMT de Candida albicans (CaNMT) por Masubuchi et al. seria possível desenvolver uma série de 
análogos com boa afinidade pela NMT do Plasmodium falciparum (PfNMT) já que as proteínas apre-
sentam identidade de 38% e similaridade de 65% . 
Assim, a partir do inibidor RO-09-4609 com boa atividade para Candida albicans, mas ativi-
dade moderada em Plasmodium falciparum, Yu et al. sintetizaram uma biblioteca de 26 compostos de 
estruturas racionalmente otimizadas. As modificações estruturais foram realizadas nas cadeias laterais 
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em C2 e C4 do anel heteroaromático. Os estudos de Relação Estrutura-Atividade Biológica (SAR) 
mostraram que na cadeia lateral em C4, assim como nos compostos obtidos por Masubuchi et al., a 
distância de três metilenos com a presença de uma amina secundária é preferida. Além disso, a restri-
ção conformacional desse grupo na forma de um anel 4-piperidinol forneceu bons resultados (Figura 
21) (YU et al., 2012). 
As modificações em C2 mostraram que a presença de um grupo grande e preferencialmente 
aromático nessa região apresentava melhora na atividade da molécula. Observou-se, ainda, que a in-
serção de um grupo metileno entre R2 e o éster na cadeia em C2 (Figura 19A) causa aumento na afini-
dade à enzima (YU et al., 2012). 
 
Figura 21–Em (A) o processo de otimização realizado a partir do inibidor RO-09-4609 até a 
molécula obtida por Yu et al. através do Piggyback Approach com boa atividade em Plasmo-
dium falciparum. Em (B) o modo de ligação do composto obtido no sítio ativo da NMT do 





Dentre os compostos obtidos neste estudo, a molécula B (Figura 21A), mostrou IC50 de  
0,6µM com boa seletividade sobre a enzima humana que apresentou IC50 superior a 100µM mostran-
do-se uma estrutura promissora no desenvolvimento de bons inibidores com atividade antimalárica 
(TATE et al, 2014; YU et al., 2012). 
Entretanto, para tripanossomatídeos, o Piggyback Approach não foi suficientemente explora-
do. Além do estudo de Tate et al. e Yu et al., destacam-se os estudos de Panethymitaki et al. na busca 
da atividade antiparasitária (Leishmania (Leishmania) major e Trypanosoma brucei) de compostos 
testados para Candida albicans, os quais, entretanto, não resultaram em moléculas de boa atividade. 
Estes estudos basearam-se em estruturas moleculares já conhecidas e, nenhum tipo de modificação 
estrutural, objetivando aumentar a afinidade dos compostos testados, foi realizada (PANETHYMI-
TAKI et al., 2006). 
Utilizando a metodologia de Piggyback para leishmaniose, Junqueira simulou por meio de me-
todologia de Docking Molecular, o comportamento de seis derivados benzo-heterocíclicos (Figura 22) 
frente à NMT de Leishmania (Leishmania) major (LmNMT) (JUNQUEIRA, 2014). 
A partir do benzofurano sintetizado e testado por Masubuchi et al. para Candida albicans (Fi-
gura 22, BF2) e explorando os estudos de Ohtsuka & Aoki também em C. albicans foi possível anali-
sar sistematicamente as características estruturais que deveriam ser apresentadas por candidatos a li-
gante da LmNMT.  (OHTSUKA & AOKI, 2005). 
 
Figura 22 – Compostos que tiveram sua ligação simulada por docking molecular frente à 
NMT de Leishmania (Leishmania) major por Junqueira. 
 
 
Nestes estudos foi realizada uma comparação estrutural dos sítios ligantes da NMT de Candi-
da albicans e Leishmania (Leishmania) major de modo a identificar as principais diferenças e simila-
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ridades entre as duas cavidades de reconhecimento do substrato peptídico. O sítio ligante foi divido em 
três regiões principais para facilitar o trabalho de comparação (Figura 23). A região S1 possui a leuci-
na terminal, um aminoácido reconhecido como fundamental para a atividade biológica por meio dos 
estudos de Masubuchi et al., bem como duas tirosinas que podem realizar interação de hidrogênio com 
o substrato. A região S2 por sua vez, apresenta uma histidina que realiza a interação responsável pela 
orientação observada para os compostos testados por Masubuchi et al. Por fim a região S3 apresenta 
uma cavidade hidrofóbica que pode realizar interação secundária importante para a atividade biológica 
(JUNQUEIRA, 2014). 
 
Figura 23 – Comparativo entre as cavidade da CaNMT e da LmNMT reali-





Através deste estudo comparativo entre as cavidades foi possível, ainda, observar as principais 
diferenças entre as duas enzimas. A Figura 23, por exemplo, mostra que o resíduo Phe115 da CaNMT é 
equivalente ao resíduo Ser330 na LmNMT, em termos de posicionamento espacial. Esta diferença, faz 
com que a região S3 da LmNMT seja mais ampla e menos hidrofóbica que a região S3 da CaNMT. 
Por outro lado, a região S1 é mais estreita na LmNMT que na CaNMT. É possível verificar, ainda, que 
Tyr345 na LmNMT gera uma saliência entre as regiões S1 e S2 podendo prejudicar a interação de al-
guns ligantes mais rígidos (JUNQUEIRA, 2014). 
 




Os resultados do Docking Molecular revelaram que o núcleo benzotiazólico (Figura 24, 
BTZ2) é mais promissor quando comparado ao composto benzofurânico sintetizado por Masubuchi et 
al. (Figura 24, BF2). O composto benzotiazólico apresenta melhores distâncias entre o heteroátomo 
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heterocíclico e a His219 além de apresentar melhor orientação à cavidade hidrofóbica em S3 (JUN-
QUEIRA, 2014). 
Estudos teóricos, contudo, não prescindem da síntese e a avaliação biológica dos compostos 
estudados teoricamente, sendo estas etapas fundamentais para validação do modelo do modelo de 
ação, do alvo macromolecular e, sobretudo, da atividade biológica prevista. Uma vez finalizados tais 
estudos, os resultados poderão indicar uma nova classe de fármacos tendo a LmNMT como alvo ma-
cromolecular (JUNQUEIRA, 2014). 
 Estudos aplicando outras metodologias racionais de design de fármacos, como os de Frearson 
et al., validaram, química e geneticamente, a NMT como um bom alvo macromolecular em Trypanos-
soma brucei (TbNMT). Em experimento utilizando derivados sulfonamídicos foi possível observar, 
através de ressonância plasmônica superficial (SPR), a ligação dos inibidores (DD85646, Figura 25 A) 
testados com o sítio ativo da enzima. O estudo mostrou ainda que, após a incubação com o composto 
potencialmente inibidor de TbNMT por um período de 24 a 48 horas, as células do parasita apresenta-
ram morfologia anormal (Figura 25 B e C) com aumento do bolso flagelar e desenvolvimento de gran-
des estruturas vesiculares semelhantes as observadas quando há interferência no sistema de endocitose 
do parasita. As células apresentaram, ainda, mobilidade reduzida que não foi retomada mesmo depois 
da remoção do suposto inibidor (FREARSON et al., 2010). 
 
Figura 25 – Estudo realizado por Frearson et al. A molécula usada como inibidor e seus respectivos 
valores de inibição da NMT de Tripanossoma brucei (TbNMT) e Homo sapiens (HsNMT) assim co-
mo o valor de atividade in vitro expressa em EC50 são apresentados em (A). Em (B) são mostradas as 
microscopias do tripanossoma in vivo e in vitro na presença e na ausência do inibidor. Em (C) a mi-
croscopia eletrônica mostrando a morfologia anormal do tripanossoma na presença do inibidor de 
TbNMT (Adaptado de: FREARSON et al., 2010). 
 
Seguindo a mesma metodologia do desenvolvimento de inibidores de NMT dos fungos, Bell et 
al. realizaram High Throughput Screening (HTS) para identificar compostos líderes para a inibição da 
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NMT de Leishmania. A comparação dos hits obtidos a partir do HTS mostrou uma grande variedade 
de estruturas (Figura 26). Ainda que muitas estruturas apresentem características químicas em comum, 
nenhum padrão de distribuição entre grupos químicos relacionados à atividade (REA) pode ser estabe-
lecido, já que diferentes inibidores ligam-se à NMT de modo diverso, como constatado em estudos 
cristalográficos (BELL et al., 2012; BRANNIGAN et al., 2014). 
 
Figura 26 – Moléculas obtidas por HTS, suas respectivas atividades na NMT de 
Leishmania donovani (LdNMT) e seus modos de ligação à enzima do parasita 
(Adaptado de: BELL et al., 2012, BRANNIGAN et al., 2014). 
 
 
O modo de ligação desses compostos foi avaliado frente à ligação com a NMT de Leishmania 
major. As estruturas foram co-cristalizadas no sítio ativo da enzima e avaliadas por cristalografia de 
raios-X. Observou-se que, assim como esperado, todos os compostos interagem com a região C-
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terminal da enzima (Leu421, Figura 26) por uma amina básica. Foi observado que cada inibidor intera-
ge, à sua forma com cinco principais resíduos, Tyr80, Tyr92, Tyr217, Asn376 e His219(Figura 24) presentes 
na enzima. É importante ressaltar que, pelos estudos de Branningan et al., o inibidor mais potente (PF-
03402623, Figura 25B) foi o único a realizar interação com a Ser330, sugerindo que este resíduo posse 
ter papel importante na interação com inibidores (BRANNIGAN et al., 2014). 
 
1.5.3. Inibidores de NMT em Outras Patologias 
 
Muitas outras doenças podem ter, na NMT, um importante alvo para o desenvolvimento de 
novos fármacos. A NMT humana (HsNMT), por exemplo, é um alvo que tem atraído muito interesse 
por estar relacionada a duas patologias importantes: o câncer e a infecção pelo HIV. 
No câncer, atividade elevada da NMT está associada a uma série de carcinomas assim como 
em cânceres de pulmão, cólon, ovário e mama, mas sua atividade é encontrada em níveis normais em 
cânceres como os de rim, fígado, próstata e tiroide tornando a NMT um possível marcador biológico 
para os primeiros tipos de cânceres mencionados além de representar um alvo farmacológico em po-
tencial nestes casos (KUMAR, DIMMOCK & SHARMA, 2012). 
O primeiro estudo que demonstrou o aumento na atividade da NMT em neoplasias foi realiza-
do em câncer de cólon. Este estudo identificou que os níveis de expressão de HsNMT1 estavam 
acompanhados de uma maior concentração do seu principal substrato, o pp60c – src. Essa proteína, de 
atividade tirosina quinase, apresenta-se muito elevada em casos de câncer de cólon e está associada a 
casos de metástase. Estudos in vitro utilizando inibidores de NMT mostraram uma redução da forma-
ção de colônias, reduziu a proliferação celular e reduziu as concentrações de pp60c – src na membrana 
plasmática das células. Série de estudos recentes em gliomas e carcinoma de células escamosas, ainda, 
tem reportado alta atividade e superexpressão da HsNMT1 nas células cancerosas, corroborando que a 
HsNMT pode ser  um bom alvo para a o desenvolvimento de novos fármacos antitumorais (KUMAR, 
DIMMOCK & SHARMA, 2012; PRASAD, TORASKAR & KADAM, 2008). 
Curiosamente, a NMT humana desempenha papel fundamental nas infecções por HIV. As pro-
teínas Gag e Nef são fundamentais para garantir a replicação correta do vírus e são, sabidamente, mi-
ristoiladas pela HsNMT. Recentemente, Takamune et al. demonstraram que a expressão de NMTs 
mutantes, que não apresentavam o sítio catalítico, reduziu significativamente a infecção por HIV. Mais 
estudos ainda são necessários para validar a HsNMT como um alvo para o tratamento de infecções por 
HIV, bem como para compreender os efeitos da inibição desta enzima sobre a homeostase do orga-
nismo humano (PRASAD, TORASKAR & KADAM, 2008; TAKAMUNE et al., 2010). 
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É importante considerar que a inibição da HsNMT poderia acarretar danos ao organismo hu-
mano com importantes efeitos colaterais ao paciente, o que  adiciona um desafio ao desenvolvimento 
de inibidores de N-Miristoiltranferase, que além de potentes também deverão se apresentar seguros ao 
uso humano (PRASAD, TORASKAR & KADAM, 2008). 
De forma menos expressiva, a NMT de outros organismos tem sido explorada como alvo ma-
cromolecular no tratamento de parasitoses. É o caso da filariose, uma doença negligenciada que afeta o 
sistema linfático e é causada por parasitas nematódeos. Galvin et al. realizam o cultivo de filárias de 
Caenorhabdits elegans em meio contendo o mesmo inibidor utilizado por Frearson et al. no estudo 
com Tripanossoma brucei (DD85646, Figura 25A). Foi observada redução de mobilidade nas filárias 
adultas e morte das microfilárias em concentrações próximas a 12,5µM. No mesmo estudo, busca no 
proteoma N-miristoilado dos principais agentes causadores de parasitoses causadas por nematódeos 
(Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e Caenorhabdits elegans) identificou proteínas envolvidas na 
sinalização celular, associando a atividade da NMT com a viabilidade desses parasitas (GALVIN et 
al., 2014). 
 
A NMT foi amplamente explorada e validada como um alvo macromolecular para Candida 
albicans. Entretanto, a especificidade para uma única espécie é característica indesejada e extrema-
mente desvantajosa para os fungicidas. 
Desde sua validação como alvo macromolecular no desenvolvimento de novos fármacos para 
Trypanosoma brucei, realizada por Frearson et al. em 2010, a NMT vem sendo amplamente explorada 
para as mais diversas patologias, em especial as causadas por parasitas. A partir dos estudos realizados 
em Candida albincans, utilizando Piggybak Approach, Yu et al. sintetizaram e identificaram, em 
2012, uma série de inibidores de NMT promissores para o tratamento de Plasmodium falciparum e P. 
vivax. 
Seguindo um pipeline semelhante ao aplicado para o desenvolvimento de inibidores para 
NMT em malária e aplicando a mesma metodologia de Piggyback, realizando modificações estruturais 












O presente trabalho tem por objetivo obter sinteticamente derivados benzotiazólicos conside-
rados promissores nos estudos teóricos realizados por Junqueira e testá-los frente a forma promastigo-
ta de Leishmania (Leishmania) amazonensis para avaliar a atividade in vitro destes análogos. 
A obtenção dos análogos benzotiazólicos (Figura 27 A e B) foi dividida em 3 fases: 
1ª fase: Obtenção sintética do núcleo benzotiazólicos com bons rendimentos e pureza dos produtos 
obtidos; 
2ª fase: Modificações sobre a cadeia lateral do carbono C6 do benzotiazol, a fim de garantir a pre-
sença dos grupos NH doador de ligação de hidrogênio e 2-piridinil, o qual, como explicado anterior-
mente, garantiria maior afinidade de ligação à enzima alvo. 
3ª fase: Síntese de análogos com variações em C2 do benzotiazol a fim de explorar os pontos de 
interação com a região do bolso hidrofóbico da tríade de fenilalaninas observada nos estudos teóricos 
de Masubuchi et al. para CaNMT e Junqueira et al. para LmNMT. 
A partir dos compostos benzotiazólicos, ainda, tem-se por objetivo realizar modificações mo-
leculares de modo a avaliar a influência da flexibilização dos análogos benzotiazólicos na atividade 
leishmanicida. Para isso, propõe-se sintetizar análogo tiazólico 2,5-dissubstituído (Figura 27 C) apre-
sentando as mesmas características estruturais que os benzotiazóis que determinam suas interações 
com o alvo LmNMT. 
 
Figura 27 - Análogos benzotiazólicos (A e B) e tiazólico (C) propostos. 
 
 
Por fim, estudos de docking molecular com os novos análogos benzotiazólicos também são 
propostos com vistas a estudar o modo de ligação destes ao alvo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Material 
 
Todos os reagentes utilizados nas sínteses foram adquiridos comercialmente das empresas 
Sigma- Aldrich® e Merck® S.A e foram utilizados sem tratamento prévio. Os solventes utilizados fo-
ram da marca Synth e foram tratados, se necessário. Solventes deuterados utilizados nas análises de 
Ressonância Magnética Nuclear foram adquiridos da empresa Tedia Brazil, da marca CIL. 
 





O software Hermes v. 1.8.0 foi utilizado para fazer o pré-tratamento tanto da proteína quanto 
das moléculas a serem analisadas. O software Gold v. 5.4.0 foi utilizado para realizar as análises de 
docking molecular. 
 
3.2. Planejamento Sintético 
 
Os análogos benzotiazólicos planejados foram obtidos a partir da rota sintética ilustrada na 
Figura 28 composta por quatro etapas. 
Já a síntese do análogo flexível de estrutura tiazólica foi realizada utilizando a rota sintética 
apresentada na Figura 29. 
A partir do intermediário 2-aminotiazólico 7 é possível realizar reações de acoplamento com 
diferentes aldeídos para se obter diferentes azometinas que manteriam as características estruturais de 
interação com o alvo LmNMT. 
 





3.2.1. Obtenção do núcleo benzotiazólico (MERONI et al., 2010; LÖWIK et al. 2001) 
 
Etapa 1. A uma solução de 1,4-benzoquinona (6 mmol) em metanol, sob agitação e atmosfera 
inerte, foi adicionado, vagarosamente, o respectivo éster da cisteína (5 mmol) solubilizado em 
metanol. Após 1,5 hora de reação à temperatura ambiente, o metanol da mistura reacional foi 
evaporado, acetato de etila adicionado para lavar o produto bruto que foi, então, removido por 
decantação. A operação foi repetida com éter etílico e diclorometano. O produto é obtido puro como 
um sólido higroscópico que, após remoção do solvente e evaporação completa de todo o solvente e 
água em bomba de alto-vácuo, pode ser isolado como um sólido (apenas se toda a água do sistema for 
adequadamente removida). O intermediário 1 foi mantido em dessacador sob vácuo e pentóxido de 
fósforo. Rendimento: 98% 
Etapa 2. A uma solução do intermediário 1 (5 mmol) em isopropanol (45 mL) foram 
adicionados 36 mL de uma solução aquosa de K3Fe(CN)6 1M, em seguida, 2,5 mL de solução de 
NaOH 4M. A mistura foi agitada à temperatura ambiente por 3 h. Após este período, água foi 
adicionada à mistura reacional e o intermediário 2 extraído em clorofórmio. A fase orgânica foi lavada 
com solução de NaCl e água  e rotaevaporada. O resíduo obtido foi filtrado em sílica gel usando 
hexano:acetato de etila (1:1) como mistura eluente. O filtrado foi concentrado em roatavaporador, 
diluído em 18 mL de etanol e, em seguida e sob agitação, adicionou-se 4 mL de ácido clorídrico 4 M. 
A reação foi mantida sob agitação e em temperatura ambiente por 40 horas. A mistura reacional foi, 
então, concentrada em rotavaporador para a remoção de todo o etanol e extraída com clorofórmio. A 
fase orgânica foi concentrada em rotavaporador e filtrada em silica gel usando hexano:acetato de etila 
(1:1) como eluentes. O intermediário 2 é obtido como um sólido de coloração marrom-avermelhado, 
após evaporação dos solventes. Rendimento: 30%. 
 
3.2.2. Construção da Cadeia Lateral em C6 e C2 do Sistema Benzotiazólico (MASUBU-
CHI et al., 2003) 
 
Etapa 1. À mistura do intermediário 2 (5 mmol) e K2CO3 (10 mmol) em acetona (10 mL), 
foram adicionados 7,5 mmol de 1,3-dibromopropano. A mistura reacional foi, então, agitada e mantida 
em refluxo, por 16 horas. Após este período, o material foi filtrado para remover os sais inorgânicos 
formados na reação. O solvente da fase líquida foi então evaporado à vácuo e o resíduo purificado por 
coluna cromatográfica em sílica gel eluída com hexano: acetato de etila (2:1) obtendo-se o 
intermediário 3. Rendimento: 34%. 
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Etapa 2. Os produto 4A e 4B foram obtidos solubilizando-se o intermediário 3 (5 mmol) em 
acetonitrila (10 mL) com 3-aminometil-2-piridina (5 mmol), para o 4A, ou benzilamina (5 mmol), 
para o 4B, usando trietilamina (10 mmol) como catalisador sob aquecimento até refluxo e agitação por 
24 horas. A mistura, concentrada em rotavaporador, foi submetida a coluna cromatográfica em sílica 
gel eluída com clorofórmio: metanol (4:1). Rendimento: 27%. 
 
3.2.3. Alquilação da 4-hidroxiacetofenona (MASUBUCHI et al., 2003) 
 
À mistura da 4-hidroxiacetofenona (10 mmol) e K2CO3 (20 mmol) em acetona (15 mL), foram 
adicionados 190 µL de 1,3-dibromopropano (15 mmol). A mistura reacional foi agitada e mantida em 
refluxo, por 16 horas. Após este período, o material foi filtrado para remover os sais inorgânicos. O 
solvente da fase líquida foi então evaporado à vácuo e o resíduo purificado por coluna cromatográfica 
em sílica gel eluída com hexano: acetato de etila (2:1) obtendo-se o intermediário 5. Rendimento: 33% 
 
3.2.4. Aminação da Cadeia Lateral em C4 do Anel Aromático (MASUBUCHI et al., 2003) 
 
O intermediário 6 foi obtido solubilizando-se o intermediário 5 (5 mmol) em acetonitrila (10 
mL) em presença do 3-aminometil-2-piridina (5 mmol) e usando trietilamina (10 mmol) como 
catalisador sob aquecimento até e agitação por 24 horas. A mistura, concentrada em rotavaporador foi 
submetida a coluna cromatográfica em sílica gel eluída com clorofórmio: metanol (4:1). Rendimento: 
91% 
 
3.2.5. Formação do anel tiazólico: Síntese de Hantzch (JOULE & MILLS, 2010) 
 
Ao intermediário 6 (0,6 mmol) foi adicionado tiouréia (1,2 mmol) e iodo (0,6 mmol). A reação 
foi mantida sob agitação magnética e 130°C. Depois de 3,5 horas, água foi adicionada a mistura 
reacional ainda quente e o material obtido filtrado à vácuo. O sólido foi então lavado com 2 mL de éter 
para remover o excesso de iodo e lavado com 5 mL de água quente. 
À solução aquosa formada, em temperatura ambiente, foi adicionado 1 mL de hidróxido de 





3.3. Métodos de Caracterização Estrutural dos Compostos 
 
Os compostos sintetizados foram analisados a partir das técnicas de ressonância magnética nu-
clear de hidrogênio e carbono 13 e cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-
MS) em equipamentos disponíveis na Central Analítica Multiusuário do Campus Diadema da UNI-
FESP e cujas especificações são: 
§ Cromatógrafo Gasoso acoplado a Espectrômetro de Massas Marca Shimadzu, Modelo 
QP2010 Plus. 
§ Espectrômetros de Ressonância Magnética Brucker DPX 300MHz. 
 
 
3.4. Métodos de Análises Biológicas frente à L. amazonensis (SYKES et al., 2012) 
 
Uma vez caracterizados e com purezas atestadas por massa e pelas análises de RMN-1H, os 
compostos foram enviados para as análises biológicas frente à Leishmania amazonenis em estudos a 
serem realizados com a colaboração da Profa. Dra. Patrícia Xander Batista.  
A avaliação da atividade leishmanicida in vitro foi realizada segundo Sykes et al. (2012) com 
algumas adaptações. Resumidamente, promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis foram 
cultivadas em meio 199 (Sigma, EUA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco) 1% 
de penicilina (10.000 UI/ml)/estreptomicina (10 mg/ml) (Sigma, EUA). Os parasitas coletados na fase 
log de crescimento foram contados em câmara de Neubauer e a concentração ajustada para 2×106 pa-
rasitas/mL. Então, 40 µL da solução contendo os parasitas foram plaqueados em placas de 96 poços na 
presença ou ausência de diferentes concentrações (diluição seriada) dos novos análogos sintetizados. A 
diluição seriada dos novos análogos foi realizada em seis passos de diluição sendo que cada passo foi 
preparado em duplicata, cobrindo uma variação de concentração de 25 a 0,78125 µg/mL para cada 
novo análogo. Após 48 h de incubação a 26° C, as placas foram inspecionadas em microscópio óptico 
invertido tanto para verificar o crescimento dos parasitas como para avaliar ausência de contaminação. 
Depois, 10 µL de solução de resazurina (Presto Blue TM, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 
foram adicionados em cada poço e as placas incubadas por 2 horas a 26° C. A leitura das placas foi 
realizada em espectrofluorímetro (Biotek, Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com excitação de 
560 nm e emissão de 590 nm. Os dados foram analisados usando o software GraphPadPrism (La Jolla, 
CA, USA). A diminuição da fluorescência (inibição) foi expressa como porcentagem da fluorescência 
das culturas controles (sem adição de compostos) e este valor considerado a porcentagem da viabilida-
de celular. A IC50 foi calculada a partir de uma curva de inibição sigmoidal na qual o eixo Y corres-
ponde a porcentagem da viabilidade celular e o eixo X o log da concentração dos novos análogos. 
54	
	
Anfotericina B e pentamidina foram adicionadas a cada placa para utilização como referência (SI-
QUEIRA-NETO et al., 2010) 
Todos os intermediários sintéticos da rota também foram enviados para testes biológicos. 
 
3.5. Métodos de Estudos Teóricos 
 
Estudos de ancoragem ao receptor foram realizados adotando-se, como referência, a estrutura 
cristalográfica das enzimas NMT de Leishmania (Leishmania) major, obtida da base de dados Protein 
Data Bank, PDB, código 3H5Z, resolução de 1,49 Å, tratada previamente no programa Hermes. O 
pré-tratamento envolveu a retirada de moléculas de água de adsorção e ligantes desconhecidos. Remo-
veu-se, ainda, o hidrogênio da carboxila do C-terminal a fim de reproduzir o carboxilato da Leu421 o 
qual prevalece no pH fisiológico, bem como aromatização deste carboxilato terminal para deslocaliza-
ção da carga.  
O cofator miristoil-CoA foi mantido na estrutura visto este ser essencial para a formação do sí-
tio de reconhecimento do peptídeo nascente. Ainda, a ausência deste cofator nos estudos de docking 
pode levar a ancoramentos errôneos uma vez que uma nova cavidade, muito próxima ao sitio de reco-
nhecimento, é oferecida aos ligantes. Esta cavidade, contudo, inexiste na situação real, pois encontra-
se obviamente ocupada pelo cofator. 
Ligação de hidrogênio com o oxigênio do carboxilato da Leu421 foi definido como referência 
ao docking, aplicando-se um raio de 14Å a partir deste ponto para estabelecer a região passível de 
ancoramento. Para cada molécula foram gerados 150 possíveis complexos de interação entre os com-
postos e a LmNMT, sendo necessárias, assim, quinze análises consecutivas para cada estrutura em 
estudo. 
Obtidas as 150 poses, analisou-se a freqüência de ancoramentos coincidentes e, entre estes, se-
lecionou-se os melhores segundo os seguintes critérios: 
§ Funções de score – Goldscore e Chemscore, respectivamente; 
§ Distância entre nitrogênio alifático na cadeia C6 e o oxigênio amídico da Leu421 
§ Distância entre o nitrogênio do benzotiazol ou da carbonila da amida em C2 e a 
His219  
§ Orientação do substituinte em C2 do heterociclo em relação à cavidade hidrofóbica 
(S3, Figura 23) da LmNMT. 
Para o caso do composto 4A, duas interações adicionais foram consideradas: 
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§ Distância entre o nitrogênio aromático da picolilamina em C2 e o hidrogênio da 
His219; 
§ Distância entre o nitrogênio aromático da picolilamina em C6 e os hidrogênios da 
Tyr80 e Tyr92. 
Todas as distâncias utilizadas foram fundamentadas nos achados cristalográficos de Masubu-
























4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
Foi possível obter dois análogos benzotiazólicos, em elevado grau de pureza e com rendimen-
tos moderados, os quais foram submetidos a testes de caracterização estrutural e de atividades biológi-
ca. Além disso, a síntese de um análogo tiazólico foi iniciada, porém ainda não foi concluída. 
Os compostos obtidos foram ainda submetidos a um estudo de docking molecular para verifi-
car o modo de ligação destas estruturas ao sítio ligante do alvo macromolecular LmNMT. 
 
 
4.1. Obtenção do produto 4A 
 
A primeira etapa reacional constitui-se de uma adição de Michael entre benzoquinona e o éster 
etílico da L-cisteína. A Figura 30 ilustra a reação e o mecanismo proposto para a mesma, onde o tiol 
da cisteína atua como nucleófilo e a benzoquinona como aceptor. 
 
 
Figura 30 - (A) Condensação entre a benzoquinona e L-cisteína; (B) Mecanismo proposto para essa 
reação. 




A maior dificuldade apresentada por essa reação é a higroscopicidade do produto obtido. To-
dos os solventes polares utilizados nos processos de purificação mostraram grande afinidade pelo in-
termediário 1 levando, consequentemente, à dificuldade de remoção destes solventes, exceto quando 





submetendo o composto por secagem em bomba de alto-vácuo por horas e armazenando-o em desse-
cador contendo pentóxido de fósforo por dias consecutivos. 






A obtenção do intermediário 1 foi comprovada utilizando-se Ressonância Magnética Nuclear 
de hidrogênio (1H-RMN em Anexo). Os hidrogênios da metila C13 apresentam-se como um tripleto 
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com deslocamento igual a 1,08 ppm. A ausência de plano de simetria na molécula faz com que os 
hidrogênios ligados ao metileno C12 sejam diasterotópicos estando sujeitos a ambientes químicos dife-
rentes. Assim, esses hidrogênios apresentam-se como duplos quartetos com deslocamentos iguais a 
3,61 e 3,91 ppm como pode ser visto na ampliação do espectro na Figura 31. 
Da mesma forma os hidrogênios do metileno H8 são diasterotópicos e apresentam-se como 
duplos dubletos com deslocamentos iguais a 3,31 e 3,72 ppm. Já o hidrogênio do metino, ligado a um 
carbono de amina, e por esta razão o mais desblindado, apresenta-se em deslocamento químico de 4,34 
ppm e como um tripleto de constantes de acoplamento 4,6 Hz. Os hidrogênios aromáticos foram iden-
tificados como dubletos com deslocamentos químicos iguais a 6,78 (H4), 6,84 (H3) e 6,97 (H6). Hidro-
gênios fenólicos não foram identificados devido à acidez e troca com o deutério do solvente de análise. 
 
Figura 32 – (A) Ciclização do intermediário 1 para formar o 6-hidroxibenzotiazol 2. (B) Mecanismo proposto 
para esta reação de ciclização evidenciando o intermediário 2A benzotiazínico (MERONI et al., 2010). 
 
 
A obtenção do núcleo benzotiazólicos puro e em bom rendimento se constituiu como um dos 
principais desafios deste trabalho. A Figura 32 mostra a reação de formação deste núcleo assim como 
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mecanismo proposto para esta reação. Meroni et al. descrevem a obtenção do núcleo por meio de re-
dução do intermediário 1 com ferricianeto de potássio 1M em meio básico. Ainda de acordo com Me-
roni et al. a purificação do produto  pode ser atingida submetendo a mistura contendo o intermediário 
2 e 2A a uma coluna cromatográfica eluída em hexano: acetato de etila (2:1) (MERONI et al., 2010). 
Todas as tentativas de realização desse procedimento forneceram misturas complexas entre a 
benzotiazina 2A e o benzotiazol 2 desejado mesmo depois da coluna cromatográfica como pode ser 
observado pelo cromatograma mostrado na Figura 33 onde os dois picos mais abundantes correspon-
dem aos produtos citados. A análise dos espectros de massas de cada pico permite concluir que o sinal 
em tempo de retenção 17,148 minutos seria correspondente ao benzotiazol desejado, visto que a massa 
do pico molecular (m/z=223) e ao pico base (m/z=151) correspondente ao íon molecular descarboxila-
do como esperado para este composto. Já o sinal em tempo de retenção 19,600 minutos corresponde 
ao derivado benzotiazínico com pico molecular com m/z=295. 
 
Figura 33 – Cromatograma da primeira etapa de ciclização, espectros de massa dos principais picos e 





Em estudos realizados por Löwik et al. foi possível converter o intermediário 2A no núcleo 
benzotiazólico desejado por meio de agitação do mesmo em etanol, com ácido clorídrico 4M, por 40 
horas. O produto é obtido puro após uma coluna cromatográfica eluída com hexano:acetato de etila na 
proporção de 2:1 (LÖWIK et al., 2001). 
Dessa forma, a mistura reacional contendo os intermediários 2 e 2A foi submetida às 
condições descritas por Löwik et al. e o material obtido após essa reação foi filtrado em sílica gel com 
mistura de hexano:acetato de etila (1:1) como eluente para a remoção de subprodutos muito polares 
formados no meio reacional. O produto foi então obtido puro como um sólido morrom-avermelhado e 
rendimento de 30%. 
Aplicando-se esse procedimento obtém-se o benzotiazol isolado puro e em rendimentos 
razoáveis mas infelizmente, o isolamento do intermediário benzotiazínico não pode ser realizado antes 
da aplicação desta metodologia. O Anexo traz os cromatogramas e os espectros de massas do 
composto benzotiazólico puro e deste em mistura com o benzotiazínico, bem como suas respectivas 
fragmentações principais. 
A caracterização estrutural do intermediário 2, realizada por meio de análises de 1H-RMN, 
cujo espectro  é apresentado no Anexo, juntamente com suas atribuições. Em δ 1,36 e 4,40 ppm é 
possível observar os picos referentes aos H11 e H10 presentes no éster etílico substituinte do carbono C2 
do núcleo benzotiazólico. Na região dos aromáticos é possível observar os picos referentes aos 
hidrogênios H5, H4 e H7 em δ 7,12, 7,48 e 8,02 ppm, respectivamente. Por fim, é possível observar o 
hidrogênio da hidroxila como um singleto agudo em 10,29 ppm. 
O espectro de 13C-RMN em Anexo apresenta sinais referentes a uma etila com deslocamentos 
em 14,50 (C11) e 62,81 (C10) assim como o carbono carbonílico C8, em δ 160,67, confirmando a 
manutenção da função éster. É possível também observar os sinais referentes aos carbonos quarterná-
rios C4a e C7a, corroborando assim a formação do intermediário benzotiazólico. 
 
A construção da cadeia lateral em C6 se deu pela inserção de um grupo alquílico na hidroxila 
presente nesta posição do sistema benzotiazólico. Esta variação da cadeia lateral exigiu duas etapas 
reacionais diferentes. 
§ Alquilação do 6-hidroxi-2-benzotiazolato de etila; 
§ Aminação da cadeia lateral em C6 
 
Para a alquilação do 6-hidroxi-2-benzotiazolato de etila seguiu-se a metodologia descrita por 
Masubuchi et al. pela qual a obtenção do intermediário 3 é descrita pela alquilação do intermediário 2 
com 1,3-dibromopropano, em meio de N,N-dimetilformamida (DMF) e em presença de carbonato de 
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potássio por 4 horas. Por esta metodologia rendimento de 8,9% foi obtido. Tentando melhorar o pro-
cesso a DMF foi substituída por acetona, um solvente também polar aprótico, mas mais facilmente 
removido de meios reacionais (MASUBUCHI et al., 2003). 
A reação foi realizada utilizando-se aquecimento a refluxo e agitação magnética por 16 horas. 
O carbonato de potássio foi utilizado como base facilitando o ataque nucleofílico da hidroxila fenólica 
ao carbono eletrofílico do 1,3-dibromopropano (Figura 32). O produto foi obtido com 34% de rendi-
mento e puro após cromatografia em coluna de sílica gel, empregando como fase móvel a mistura de 
solventes hexano: acetato de etila (2:1). 
Pelo espectro de 1H-RMN do intermediário 3, em Anexo, é possível visualizar os sinais na re-
gião de aromáticos, δ7,11, 7,31 e 8,02ppm, referentes aos hidrogênios H5, H4 e H7, respectivamente. 
Um quarteto em 4,46 ppm e um tripleto em 1,41 ppm confirmam a presença da etila na cadeia C2 do 
sistema benzotiazólico. Um quinteto em δ 2,31 e dois tripletos em 3,56 e 4,14 ppm, confirmam a pre-
sença do produto alquilado desejado, sendo referentes aos hidrogênios H14, H15 e H13, respectivamente. 
 
Figura 34 – Reação de alquilação da hidroxila fenólica e seu mecanismo proposto. 
 
 
No espectro de 13C, em Anexo, é possível visualizar o sinal referente ao carbono carbonílico 
C8 com deslocamento de 160,70 ppm. Os carbonos quaternários C2, C4a, C6 e C7atambém foram identi-
ficados nos deslocamentos 158,62, 155,89, 138,62 e 147,91 ppm, respectivamente. 
Quanto a aminação da cadeia em C6 do sistema benzotiazólico, Masubuchi et al. descreve a 
obtenção do intermediário 4 por meio da reação de 0,15 mmol de 3-picolilamina com o intermediário 
3, em meio etanólico, por 9 horas à temperatura de 60°C. Porém, a aminação somente foi conseguida 
por meio de reação em duas etapas. Na primeira, 2,70 mmol de 3-picolilamina, 2,70 mmol de trietila-
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mina e 2 mL de acetonitrila à temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida a esta mistura adici-
onou-se solução de 1,29 mmol do intermediário 3 em 3 mL de acetonitrila. O balão foi então mantido 
sob agitação magnética constante e aquecimento, sob refluxo, por 12 horas (MASUBUCHI et al., 
2003). 
A mistura reacional bruta foi concentrada e submetida à coluna cromatográfica usando como 
fase móvel clorofórmio: metanol (8:1), sendo possível, então, obter sólido branco perolado com 27% 
de rendimento. 
O mecanismo reacional envolvido é a substituição nucleofílica bimolecular (SN2). A trietila-
mina tem como função deslocar o equilíbrio reacional para a formação do produto (Figura 35). 
 
Figura 35 – Mecanismo envolvido na substituição usando 3-picolilamina. 
 
 
Subprodutos esperados para esta reação englobam o produto de amidação do intermediário 3 
entre a picolilamina e o éster etílico em C2 (Figura 36) e o produto da amidação do intermediário 4 
esperado, já que uma das aplicações da trietilamina é, justamente, para este tipo de reação. 
Quando da análise de 1H-RMN do produto sólido obtido, notou-se que o subproduto da ami-
dação do intermediário 4, ou seja, o produto resultante tanto da aminação da cadeia C6 quanto da ami-
dação da cadeia em C2  (4A, Figura 36) foi obtido como único resultante da síntese executada. 
No espectro apresentado em Anexo é possível observar, um quinteto em 1,91 ppm que, em 
conjunto com os dois tripletos em 2,66 e 4,15 ppm, demonstra a presença da cadeia alquílica em C6. A 
presença da amida produto da amidação pode ser verificada pela presença de dois picos: um singleto 
em 3,73 ppm e um dubleto em 4,50 ppm referentes aos hidrogênios do carbono diretamente ligado aos 
átomos de nitrogênio. Importante ressaltar que os picos referentes ao éster etílico com deslocamentos 
em 1,5 e 4,5 ppm, não são observados neste espectro, corroborando a formação do produto da reação 
de amidação. 





Os sinais referentes aos hidrogênios aromáticos (Figura 37) do núcleo benzotiazólico são en-
contrados em 7,20, 7,76 e 8,00 ppm. Sinal referente ao H7 foi encontrado sobreposto ao tripleto refe-
rente aos H15 e H27. Diferente de H15 e H27, os demais hidrogênios dos anéis 2-metilpiridil não têm 
deslocamentos químicos idênticos. Eles apresentam-se como multipletos ou como duplos dubletos em 
regiões muito próximas. Em 8,43 ppm é possível ver o duplo dubleto referente a H26 e, em 8,46 ppm, o 
duplo dubleto formado por H14. Em 8,52 ppm vemos os dubleto de H24 e, em 8,58 ppm, o dubleto de 
H12.Há ainda a presença de um multipleto, apresentado na ampliação do espectro na Figura 14,na regi-
ão de 7,33 ppm. Entretanto é possível explicar esse multipleto pelos diferentes acoplamentos de H28 e 
H16com os demais hidrogênios de suas respectivas vizinhanças do 2-metilpiridil, mesmo à longa dis-
tância, apresentando-se como quartetos de deslocamentos químicos muito próximos, gerando o multi-
pleto observado. 
O espectro de 13C apresentado no Anexo mostra os sinais referentes à carbonila da amida (C8) 
em 161,27 ppm. Também é possível observar os sinais dos carbonos metilênicos C10 e C22 em 50,34 e 
66,59 ppm, evidenciando a formação do produto de amidação. Por fim, a região dos carbonos aromáti-
cos apresenta um padrão com carbonos apresentando sinais em deslocamentos muito semelhantes 











Apesar da ausência de quimiosseletividade e formação do produto da transamidação 4A como 
produto majoritário da reação, este é bastante desejado, pois de acordo com os estudos teóricos reali-
zados por Junqueira (2014) a presença de um grupo hidrofóbico substituído em C2 melhoraria a afini-
dade da molécula pelo sítio ativo da enzima em questão. O bolso hidrofóbico contendo uma tríade de 
fenilalaninas do sítio seria o local esperado de ancoramento deste grupo. Sistema anelar aromático 
favoreceria interações do tipo π-stacking entre as fenilalaninas do bolso e o anel piridínico. Em tempo, 
a presença de um nitrogênio neste sistema pode levar à formação de interações do tipo ligação de hi-
drogênio com aminoácidos polares também presentes neste bolso e nas suas vizinhanças. Estudos de 
docking molecular já estão planejados para prever o potencial de ancoramento deste composto ao sítio 
ativo da LmNMT. 
Por fim, o mecanismo para a obtenção do intermediário 4A é proposto na Figura 38. 
 
Figura 38 – Mecanismo envolvido na amidação usando 3-picolilamina. 
 
Uma vez confirmada a obtenção da estrutura desejada, o composto foi enviado para realização 





4.2. Estudos biológicos do produto 4A  
 
Os estudos biológicos foram realizados em colaboração com o grupo da Profa. Patrícia Xander 
Batista baseando-se em ensaios de viabilidade de promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazo-
nensis, via ensaio com corante vital Presto Blue®, na ausência e presença dos compostos.  
Os resultados de IC50 obtidos estão apresentados na Tabela 2, juntamente com os valores de 
atividade obtidos para os fármacos padrão do ensaio, a pentamidina e a anfotericina B, e os valores 
calculados de coeficiente de partição óleo/água, o LogP. 
Estes dados demonstram que tanto o produto final quanto seus intermediários sintéticos apre-
sentam atividade de moderada a boa frente às promastigotas. 
 
Tabela 2 – Resultados das Análises Biológicas do produto 4A e todos os seus intermediários 
sintéticos frente a Leishmania (Leishmania) amazonensis. PM: peso molecular; AB: ativida-
de biológica; IC50: concentração inibitória a 50%. 






(1) 293,76 4,64 15,80 4,80 1,20 
(2) 223,17 6,93 31,05 4,51 1,99 
(3) 345,12 4,86 14,08 4,85 2,84 
(4A) 414,68 9,02 21,75 4,66 1,63 
Pentamidina 340,42 0,25 0,73 6,13 --- 
Anfotericina B 924,08 8,64 9,35 5,03 --- 
 
Apesar de nenhum dos compostos testados terem se apresentado mais potentes que os padrões 
pentamidina, o composto final 4A, bem como os intermediários 1 e 3 apresentaram valores de ativida-
de biológica interessantes, a saber, 21,75; 15,80 e 14,08 µM, respectivamente. Há que se ressaltar que 
a pentamidina, fármaco padrão do estudo, apresenta elevada atividade contra as promastigotas porém 
associada a um também elevado perfil de toxicidade, o qual, muitas vezes, inviabiliza sua aplicação 
terapêutica. 
O composto final 4A, interessantemente, mostrou-se menos ativo que seu intermediário sinté-
tico imediato, o composto 3. Esta redução da atividade biológica poderia se justificar pela paralela 
diminuição de lipofilicidade do sistema, o que interferiria negativamente com a capacidade de difusão 
do composto 4A por membranas e, consequentemente, com os níveis deste nas vizinhanças de um 
possível alvo macromolecular intracitoplasmático, como a NMT. 
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Quando comparado, contudo, ao intermediário 2, o qual apresenta CLogP similar, o composto 
4A apresenta melhor atividade leishmanicida o que poderia indicar que os grupos presentes nas cadei-
as C2 e C6 são realmente importantes para a atividade, podendo fornecer pontos de contato com o alvo 
macromolecular, corroborando o sugerido pelos estudos teóricos de Junqueira (2014). 
Na verdade, 2 apresenta CLogP ainda mais alto que 4A devendo, supostamente, acumular me-
lhor no interior do parasita. O fato deste composto não ter apresentado atividade superior à exibida por 
4A confirma a necessidade das modificações em C2 e C6 para a atividade leishmanicida. Assim, aná-
logos que apresentem tais modificações combinadas à maior lipofilicidade (quando comparado a 4A) 
poderiam ser mais ativos. 
 
4.3. Obtenção do produto 4B 
 
Considerando-se os resultados biológicos e a preliminar análise de relação entre hidrofobici-
dade e atividade biológica, foi proposta então a síntese do produto 4B, derivado da benzilamina e que, 
portanto, apresentaria as características estruturais desejadas atrelada a um perfil de hidrofobicidade 
mais semelhante ao exibido pelo intermediário 3 da síntese de 4A. 
 
Figura 39 – Reação de aminação do intermediário 3 para formação do produto 4B 
 
 
Utilizando a mesma metodologia aplicada para o produto 4A, 4B foi sintetizado a partir da re-
ação da benzilamina com o intermediário 3 (Figura 39). Este produto foi obtido como um sólido bran-










No espectro de 1H-RMN (Figura 40) deste composto é possível ver os sinais referentes aos hi-
drogênios alquílicos da cadeia lateral em C6 como o quinteto de deslocamento 2,17 ppm e os tripletos 
em 3,15 e 4,19 ppm. O sinal referente aos hidrogênios benzílicos da amida apareceram como um sin-
gleto agudo em 4,22 ppm, sobreposto a um dos tripletos da cadeia lateral. Em 4,48 ppm visualiza-se o 
sinal do metileno da benzilamina como um duplo dubleto. Na região de campo baixo é possível ainda 
identificar os hidrogênios tanto da amina, singleto alargado em 8,86 ppm, e da amida, tripleto em 9,64 
ppm. 
A interpretação da região dos hidrogênios aromáticos se mostrou o maior desafio na elucida-
ção estrutural do produto 4B. Apesar dos ambientes químicos de ambos os anéis benzílicos da estrutu-
ra ser diferente, os sinais referentes aos dois anéis apresentam deslocamentos próximos, sendo impos-
sível diferenciar alguns sinais. 
A Figura 38 mostra a ampliação da região entre 7,1 e 8,5 ppm, o que permite identificar os hi-
drogênios aromáticos do anel benzotiazólico em 7,21 e 8,03 ppm. É possível identificar, ainda, um 
multipleto de integral igual a 8 na região entre 7,25 a 7,50 ppm. Dentre os hidrogênios responsáveis 
por estes sinais encontra-se o H7 do sistema benzotiazólico que, tipicamente, aparece como um single-
to agudo em 7,35 ppm. Os demais sinais correspondem aos hidrogênios benzílicos aromáticos. 
Dois duplos dubletos são visualizados em 7,53 e 7,79 ppm com integrais de 2 e 1, respectiva-
mente. Estes sinais correspondem aos hidrogênios em orto H12, H16, os quais se encontram em ambien-
tes químicos diferentes. Um terceiro hidrogênio encontra-se abaixo do duplo dubleto em 7,53 ppm, 
aumentando sua integral para 2H. Este, contudo, não pode ser identificado. Sua existência sob este 
sinal é confirmada pela análise de HSQC (Figura 41) que demonstra acoplamento do duplo dubleto em 
7,53 com dois carbonos diferentes, em 128 e 130 ppm. Um destes sinais corresponderia a um dos hi-
drogênios orto enquanto o outro seria referente ao terceiro hidrogênio não identificado.  
Os deslocamentos químicos diferentes obtidos para os dois hidrogênios em orto, H12 e H16, in-
dica, como anteriormente mencionado, ambientes químicos diferentes para estes hidrogênios. Isto 
poderia ser explicado pelo fato deste derivado, particularmente, permitir a formação de uma interação 
de hidrogênio intramolecular entre H9 e o nitrogênio benzotiazólico formando um sistema cíclico de 
cinco membros (detalhe na Figura 41). Esta conformação altera todo o ambiente químico nas redonde-
zas deste sistema, incluindo, além dos já mencionados hidrogênios em orto, a do hidrogênio H4. Este 
hidrogênio aparece no espectro como dois sinais em 8,03 e 8,11 ppm, os quais somadas suas integrais 





Figura 41 – HSQC obtido para o produto 4B. No detalhe, a ampliação da região dos hidrogênios e car-





A análise do espectro de 13C (em Anexo) não trouxe muitas informações para a elucidação es-
trutural do produto 4B. Assim sendo, foi realizada uma análise de HSQC (Figura 41) que, além de ter 
auxiliado na compreensão dos sinais aromáticos, ainda permitiu verificar, por exemplo, que o sinal em 
4,22 ppm no 1H-RMN realmente corresponde a carbonos com deslocamentos muito diferentes confir-
mando que um tripleto (da cadeia lateral em C6) e um singleto (do hidrogênio benzílico da amina em 
C6) coincidiram em seus deslocamentos químicos. 
O sinal na coordenada 8,01; 123,45 ppm mostra que os dois dubletos entre 8,01 e 8,15 ppm do 
espectro de 1H-RMN correspondem a um único carbono.  
Assim, fica confirmada a obtenção do derivado 4B desejado. Análises biológicas para estes 
compostos ainda serão realizadas pelo grupo da Profa. Dra. Patrícia Xander Batista. 
 
4.4. Obtenção do Análogo Tiazólico 
 
Visando compreender a influência que a flexibilização do sistema benzotiazólico teria na ati-
vidade biológica, a síntese de um análogo tiazólico foi proposta. A síntese deste análogo seria realiza-
da em quatro etapas, mas apenas três delas foram cumpridas até o momento. 
  
Figura 42 – Reação de obtenção do Intermediário 5. 
 
 
A síntese do análogo tiazólico se iniciou pela inserção da cadeia alquílica na hidroxila em C4 
do anel aromático (Figura 42). Utilizando o mesmo procedimento aplicado na alquilação do 6-hidroxi-
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2-benzotiazolato de etila foi possível obter o produto puro com 33% de rendimento. Importante ressal-
tar que a metodologia utilizada para esta reação está sendo otimizada para aumentar os rendimentos 
insatisfatórios obtidos, considerando-se ser este um intermediário importante para obtenção de uma 
nova série de produtos finais. 
A partir deste intermediário foi realizada, então, a aminação da cadeia lateral em C4 do anel 
aromático (Figura 43). O mesmo procedimento utilizado para a obtenção dos produtos 4A e 4B foi 
aplicado, obtendo-se o Intermediário 6 com 91% de rendimento. 
 O espectro de 1H-RMN da amostra apresenta os picos referentes os hidrogênios alquílicos 
H9, H10 e H11 em 2,97, 2,04 e 4,16 ppm, respectivamente. O hidrogênio benzílico H7 apresenta-se co-
mo um singleto em 4,07 ppm. Na região dos hidrogênios aromáticos é possível ver que os hidrogênios 
H14 e H18, assim como os hidrogênios H15 e H17, formam pares de hidrogênios quimicamente equiva-
lentes apresentando deslocamentos em 7,04 e 7,95 ppm, respectivamente. Por fim é possível identifi-
car os hidrogênios H5, H4, H6 e H2 do anel piridínico em deslocamentos de 7,44, 7,89, 8,56 e 8,64, 
respectivamente. 
A análise de carbono está, no momento, sendo adquirida. 
 
Figura 43 – Reação de obtenção do Intermediário 6. 
 
  
 Como estudado por Masubuchi et al. para Candida albicans e confirmado para Leishmania 
major por Junqueira et al., a presença de um grupo heteroaromático é fundamental para a manutenção 
das interações com a NMT (MASUBUCHI et al., 2003). 
Dessa forma, a síntese de um ciclo tiazólico permite avaliar a influência da flexibilidade nos 
ligantes de NMT, pois mantém os grupos importantes para as interações de hidrogênio ao mesmo tem-
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po em que fornece mais liberdade de movimento para o sistema heteroaromático, o que, em última 
instância, permitiria acomodação dos compostos ao sítio ativo do alvo macromolecular. 
Para sintetizar este análogo utilizou-se reação clássica de síntese de tiazóis: a Síntese de Han-
tzch. A partir de uma α-halocetona e tiouréia é possível se obter 2-aminotiazóis 5-substituídos (JOULE 
& MILLS, 2010). A α-halocetona pode, ainda, ser formada in situ permitindo o uso de cetonas mais 
estáveis e baratas. 
Neste caso, o intermediário 6 foi misturado diretamente a iodo triturado com tiuréia para for-
mar a α-iodocetona substrato da reação de ciclização. O mecanismo detalhado está apresentado na 
Figura 44. O produto é obtido puro em 72% de rendimento depois de remover o excesso de iodo com 
éter e precipitar o produto com neutralização com solução de hidróxido de amônio. 
 
Figura 44 – Síntese de Hantzch e mecanismo detalhado para formação do intermediário 7 e sua nu-






A análise do produto foi realizada por espectrometria de RMN. No 1H-RMN em Anexo é pos-
sível identificar os sinais dos hidrogênios da cadeia alquílica como um quinteto em 1,88 ppm e os 
tripletos em 2,67 e 4,04 ppm. O hidrogênio picolílico apresenta-se como um singleto em 3,75 ppm. 
Devido ao plano de simetria presente no sistema arílico os hidrogênios H9 e H11 aparecem co-
mo um dubleto em 8,91 ppm. O mesmo acontece com os hidrogênios H8 e H12 que aparecem como um 
dubleto em 7,68 ppm. É possível ainda identificar, em 6,81 ppm, o singleto referente o H4 tiazólico. O 
singleto em 6,98 ppm, com integral 2, é o sinal referente aos hidrogênios da amina primária do sistema 
tiazólico. 
Por fim, os sinais referentes aos hidrogênios do anel piridínico são identificados como um du-
plo dubleto em 7,33 ppm, um duplo tripleto em 7,73 ppm, um duplo dubleto em 8,45 ppm e um duble-
to em 8,53 ppm. A análise do espectro de 13C-RMN permitiu confirmar a estrutura. Os sinais referen-
tes aos quatro carbonos alquílicos da estrutura são observados em 29,83; 45,72; 50,62 e 66,16 ppm.  
 
4.5. Análise dos Ancoramentos 
 
O programa Gold, versão 5.4.0, foi utilizado para realizar as análises de docking. Este progra-
ma calcula a energia final do confôrmero no sítio ativo da proteína através da soma das energias en-
volvidas em quatro tipos de ligações do complexo: ligações de hidrogênio e interações de Van der 
Waals entre a proteína e o ligante, ligações internas de Van der Waals do ligante e a energia torsional 
do ligante (GOLD User’s Guide, 2015). 
A energia final é fornecida em termos de função parametrizada de pontuação (Score functions 
do tipo GoldScore e/ou ChemScore), através da qual é possível ordenar os resultados obtidos de acor-
do com a energia do complexo substrato-proteína. Cada corrida no programa Gold 5.4.0 gerou 10 pos-
síveis complexos ou poses de ancoragem via aplicação de algoritmo genético.  
Por este algoritmo o programa é capaz de cruzar informações entre dockings iniciais chamados 
“pais”, ordenados via as funções de pontuação citadas acima, gerando, a cada cálculo, um número 
determinado de dockings “filhos” os quais também serão pontuados. O cálculo seguinte, contudo, con-
siderará apenas os “filhos” melhores pontuados, de forma que, os novos dockings gerados apresentem 
somente as melhores características observadas nos “pais”. Este tipo de algoritmo permite que se en-
contre, mais rapidamente, soluções robustas para qualquer tipo de problema e, neste caso, as melhores 
soluções de ancoragens (ROGERS, 1994). 
 
Figura 45 – Estrutura dos produtos 4A e 4B mostrando os principais átomos considerados para 
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a interação com a LmNMT. HN-H: hidrogênio da amina em C6; NC6: nitrogênio do grupo pico-
línico em C6; Nbtz: nitrogênio heteroaromático do sistema benzotiazólico; AmidaC=O: carbonila 
do grupo amida em C2; AmidaN-H: nitrogênio do grupo amida em C2; NC2: nitrogênio do grupo 
picolínico em C2. 
 
 
Função de score é a função matemática utilizada para estimar a afinidade de ligação entre os 
diferentes confôrmeros de uma mesma molécula e as macromoléculas alvo, pontuando-os e ordenan-
do-os (ranking) com base nesta “afinidade estimada”. Para tanto são considerados os diferentes tipos 
de energias passíveis de existir em sistemas moleculares. 
Nestes estudos, foi aplicada a função de pontuação GoldScore como a função principal. A 
função ChemScore foi utilizada como função de repontuação para que resultados mais consistentes 
fossem obtidos. 
Estudos teóricos de Docking Molecular foram conduzidos para os compostos benzotiazólicos 
4A e 4B (Figura 45) frente a LmNMT com vistas a compreender a viabilidade de ancoramento destes 
compostos a este alvo macromolecular. 
Quinze corridas gerando 10 complexos de interação entre cada derivado e a LmNMT foram 
realizadas, constituindo um conjunto de cento e cinqüenta confôrmeros para cada composto ensaiado. 
Este conjunto foi, então, analisado segundo três critérios principais:  
 
a. Distância entre o nitrogênio alifático na cadeia C6 e o oxigênio carboxílico da Leu421 
da LmNMT: Distância básica a ser considerada visto ser este o resíduo responsável 
pela interação e orientação do peptídeo nascente durante o processo de N-
miristoilação; 
b. Distância entre o nitrogênio do sistema benzotiazólico ou da carbonila da amida em 
C2 e o hidrogênio da His219 da LmNMT: interação vista como fundamental nos estu-
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dos de Masabuchi et al. e que assegura a orientação adequada dos ligantes no sítio ati-
vo da enzima homóloga CaNMT; 
c. Orientação dos substituintes na posição C2 do heterociclo central para cavidade ou re-
gião hidrofóbica da LmNMT como ocorre no caso dos ligantes da CaNMT que garan-
te maior afinidade destes pela última enzima. 
 
Como critérios de desempate foram utilizados as funções de score utilizadas pelo programa 
para classificar os ancoramentos (GoldScore e ChemScore). 
Em todas as análises foram consideradas distâncias de até 4 Å entre os átomos dos ligantes e 
dos resíduos do sítio de interação da LmNMT como compatíveis com interação intermolecular. 
 
4.5.1. Produto 4A 
 
A primeira estrutura analisada foi o produto 4A. Esta estrutura apresenta tanto em C2 quanto 
em C6 um grupo picolínico que possui um N aromático capaz de realizar ligações de hidrogênio. Des-
sa forma dois novos critérios foram adicionados à análise deste composto: 
 
a. Distância entre o nitrogênio aromático do grupo picolínico em C2 o hidrogênio da 
His219 da LmNMT: esta interação pode permitir um melhor ancoramento da estrutura 
ao sítio ligante da NMT; 
b. Distância entre o nitrogênio aromático do grupo picolínico em C6 os hidrogênios das 
Tyr80 e Tyr92 da LmNMT: esta interação já observada por Masubuchi et al. para a 
CaNMT pode também ser essencial para uma boa orientação da estrutura no sítio 
ativo da LmNMT. 
A interação entre o hidrogênio alifático em C6 e o oxigênio do carboxilato da Leu421 esteve 
presente em todos os confôrmeros obtidos. Obviamente, essa observação se deve à restrição imposta 
ao cálculo no protocolo de estudo que estabeleceu a obrigatoriedade de uma ligação de hidrogênio 







A freqüência de observação dos dados obtidos para o produto 4A revela que 43% dos confôr-
meros ancoraram de forma similar ao observado por Junqueira (2014). Os quinze melhores confôrme-
ros estão relacionados na Tabela 3. 
Interação entre o grupamento picolínico em C6 e a Tyr80 foi observada em 23% dos confôrme-
ros. Esta interação parece melhorar a interação com o sítio ativo da enzima melhorando a orientação 
dos confôrmeros para as demais interações observadas. 
Interessantemente nenhum dos confôrmeros obtidos apresentou interação entre o heteroátomo 
benzotiazólico e a His219. Esta interação parece ter sido substituída por uma interação entre o grupo 
amida em C2 do sistema benzotiazólico e o resíduo His219 já que 39% dos confôrmeros apresentaram 
Tabela 3 – Parâmetros de seleção dos quinze melhores resultados de docking obtidos para o produto 4A na enzima 
LmNMT. HN-H: hidrogênio da amina em C6; NC6: nitrogênio do grupo picolínico em C6; Nbtz: nitrogênio heteroa-
romático do sistema benzotiazólico; AmidaC=O: carbonila do grupo amida em C2; AmidaN-H: nitrogênio do grupo 

































1 11 4 67,826 20,659 1,926 4,610 6,356 5,391 3,207 3,709 Sim 
2 07 4 67,550 20,337 2,343 2,828 5,679 2,471 5,650 3,510 Sim 
3 13 2 81,325 19,877 2,399 3,583 6,504 4,925 3,059 4,451 Sim 
4 01 8 68,164 21,170 2,338 3,970 5,625 2,584 4,396 5,829 Sim 
5 02 7 72,048 18,605 2,494 5,159 4,927 2,297 5,300 6,411 Sim 
6 15 10 75,626 19,068 2,287 5,290 5,996 4,230 2,934 5,515 Sim 
7 09 6 64,631 22,867 2,192 10,996 6,570 3,492 5,846 5,074 Sim 
8 13 4 66,221 25,967 2,568 12,856 5,332 4,720 3,837 6,370 Sim 
9 07 9 72,437 19,105 2,609 3,427 5,695 4,382 1,643 5,226 Sim 
10 10 1 69,456 26,264 2,166 11,445 6,667 4,669 5,097 5,582 Sim 
11 03 10 64,715 25,589 2,475 11,805 6,080 4,612 5,410 7,279 Sim 
12 12 2 78,736 19,942 2,404 3,869 6,050 4,162 3,228 5,496 Sim 
13 12 10 67,207 26,515 2,932 11,562 5,133 4,379 2,888 4,628 Sim 
14 07 7 63,284 22,690 2,885 11,659 5,453 5,105 3,280 3,724 Sim 
15 09 9 60,852 24,176 2,821 11,685 6,821 4,235 5,347 5,132 Sim 
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esta interação. Esta interação pode ser realizada tanto pelo nitrogênio amídico quanto pelo oxigênio 
carbonílico deste grupo. 
 
Figura 46 - Acomodação do melhor ancoramento obtido para o produto 4A e as principais 
distâncias entre os resíduos considerados importantes e os principais pontos de interação. 
 
 
A presença de um grupo picolínico na cadeia lateral em C2 do sistema benzotiazólico levou a 
uma observação interessante: 20% dos confôrmeros obtidos no estudo apresentaram interação entre o 
nitrogênio deste grupo e a His219. Esta interação também pode estar substituindo a interação realizada 
pelo nitrogênio benzotiazólico. 
Por fim, apenas 22% dos confôrmeros apresentaram uma boa orientação do grupamento aro-
mático em C2 para a região hidrofóbica em S3. Na Figura 46 é possível verificar todas as distâncias de 
interação entre o melhor ancoramento obtido para o produto 4A e a LmNMT. 
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Os resultados evidenciam que o produto 4A não é um ligante tão bom da NMT quanto os ben-
zotiazóis propostos nos estudos teóricos prévios, corroborando a atividade biológica observada para 
este composto. 
A baixa frequência da orientação esperada pode ser explicada pela forte interação entre o gru-
po amida e a His219. Esta interação causa um deslocamento da estrutura prejudicando as interações do 
benzoheterociclo e do grupo picolínico em C6. A rigidez do grupo amida em C2 causa orientação do 
grupo hidrofóbico em C2 para fora da cavidade hidrofóbica S3 podendo influenciar na atividade bio-
lógica deste composto.  
O produto 4A pode ser um composto promissor no desenvolvimento de inibidores de LmNMT 
servindo como ponto de partida para a síntese de compostos com melhor atividade leishmanicida. 
 
4.5.2. Produto 4B 
 
Diferente do produto 4A, o produto 4B não possui os nitrogênios aromáticos em C2 e C6. Por 
isso nenhum critério adicional de análise foi necessário. A análise dos dados adquiridos para o com-
posto 4B revela que 63% dos confôrmeros obtidos apresentam-se em orientação similar a preconizada 
por Junqueira et al. A Tabela 4 exibe os quinze melhores confôrmeros obtidos para o produto 4B.  
O produto 4B também apresentou boa interação entre o hidrogênio da amina alifática em C6 e 
o carboxilato da Leu421 em todos os confôrmeros obtidos na análise. Este resultado se deve, assim 
como no produto 4A, à metodologia empregada. 
Novamente uma baixíssima freqüência de interação entre o nitrogênio benzotiazólico e a 
His219 foi observada – apenas 3% –, enquanto 41% dos confôrmeros apresentaram interação entre o 
grupo amida e o resíduo His219. 
Finalmente, foi observado que 31% dos confôrmeros obtidos apresentaram orientação do gru-
pamento aromático em C2 do sistema benzotiazólico para a cavidade hidrofóbica em S3. Isso se deve 
principalmente ao aumento da hidrofobicidade deste grupo quando comparado ao grupo picolínico de 
4A. 
O produto 4B mostrou-se um ligante da LmNMT melhor que o produto 4A. O aumento na in-
teração coma região hidrofóbica S3 corrobora com os estudos teóricos realizados por Junqueira et al. e 
confirmam a necessidade de um grupo bastante hidrofóbico na cadeia lateral em C2. 
Apesar de o composto 4B apresentar a orientação esperada em frequência maior que a exibida 
pelo composto 4A, a presença do grupo amida também causou a redução na frequência de interação do 
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nitrogênio benzotiazóico e a His219. Assim como para 4A, a rigidez da amida em C2 prejudicou a ori-
entação deste grupo para a cavidade hidrofóbica. 
 
Tabela 4 – Parâmetros medidos ou calculados dos quinze melhores resultados de docking obtidos para 
o produto 4B na enzima LmNMT. HN-H: hidrogênio da amina em C6; Nbtz: nitrogênio heteroaromático 
do sistema benzotiazólico; AmidaC=O: carbonila do grupo amida em C2; AmidaN-H: nitrogênio do gru-



























1 13 5 69,532 28,709 2,131 6,044 4,747 2,800 Sim 
2 15 9 75,543 24,725 2,156 6,506 4,838 3,458 Sim 
3 09 10 78,301 21,148 2,496 5,732 2,275 5,457 Sim 
4 10 6 77,374 22,870 2,549 5,746 2,371 5,303 Sim 
5 09 7 62,082 26,542 1,989 6,337 3,438 5,698 Sim 
6 06 6 74,407 22,667 2,486 4,997 1,688 4,835’ Sim 
7 04 2 80,812 26,546 2,561 6,439 4,705 3,377 Sim 
8 06 7 67,751 24,912 2,034 6,801 3,091 5,558 Sim 
9 12 6 69,581 25,934 2,600 5,271 2,359 4,891 Sim 
10 10 8 77,021 26,714 2,138 6,482 4,778 3,333 Sim 
11 12 8 62,973 32,700 1,750 5,182 3,719 3,509 Sim 
12 02 9 66,864 30,274 2,445 6,769 3,620 6,338 Sim 
13 14 2 74,905 32,537 2,162 6,566 3,848 5,564 Sim 
14 05 8 70,603 31,590 1,998 6,27 4,092 5,721 Sim 
15 14 8 71,105 28,438 2,545 6,693 3,997 6,156 Sim 
 
A Figura 47 mostra o melhor confôrmero obtido para o produto 4B e evidencia as interações 




Figura 47 - Acomodação do melhor ancoramento obtido para o produto 4B e as principais 




Os estudos teóricos de docking mostram as moléculas benzotiazólicas como possíveis ligantes 
da LmNMT, particularmente o derivado 4B. De qualquer forma, suas sínteses e avaliações biológicas 










Durante o desenvolvimento deste projeto, foi possível obter dois produtos benzotiazólicos e 
um intermediário tiazólico. 
A obtenção do núcleo 6-hidroxibenzotiazólico mostrou-se a etapa mais complexa do processo 
e exigiu uma série de adaptações de modo a obter este intermediário com rendimento razoável e pure-
za adequada. 
A alquilação do fenol no C6 do sistema benzotiazólico foi realizada sem maiores dificuldades 
ainda que os rendimentos dessa reação possam ser otimizados. O processo de aminação da cadeia late-
ral em C6 forneceu, inesperadamente, o produto de amidação da cadeia lateral em C2. Estes produtos 
de amidação permitem avaliar a influência que a polaridade dos grupos em C6 e C2 tem sobre a ativi-
dade biológica. 
Por fim, foi possível sintetizar um intermediário tiazólico, a partir do qual é possível obter sé-
rie de análogos que permitirá avaliar a influência da flexibilização do heterociclo sobre a atividade 
biológica destes compostos. 
Infelizmente não foi possível realizar a análise biológica de todos os compostos sintetizados, 
mas estes já foram enviados para o colaborador responsável por estas análises. 
Quanto aos resultados dos estudos teóricos, estes indicam a probabilidade de reconhecimento 
dos compostos sintetizados pelo alvo, porém, já indicam possíveis problemas a serem contornados por 
modificações moleculares futuras. A confirmação destes achados teóricos pelos resultados de ativida-















Diante dos resultados obtidos e considerando os resultados obtidos frente às análises biológi-
cas em Leishmania (Leishmania) amazonensis dos compostos até então testados, os seguintes objeti-
vos foram delineados como perspectivas e desdobramentos deste trabalho: 
 
• Sintetizar uma série de compostos tiazólicos que permitam avaliar a influência da fle-
xibilidade nos ligantes de NMT; 
• Realizar, utilizando metodologias de modelagem molecular, otimização estrutural nos 
compostos obtidos de modo a planejar estruturas com melhor atividade leishmanicida; 
• Realizar testes de ligação diretamente sobre a enzima NMT para confirmar o alvo bio-
lógico responsável pela atividade leishmanicida. 
 
Vale destacar que este trabalho constitui o primeiro desenvolvimento dentro desta classe de 
compostos realizado pelo grupo e, frente aos resultados obtidos, consolida esta linha como um campo 
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Intermediário 4B: 1H-RMN (300MHz, DMSO-d6): δ (ppm) =  2,17 (m, 2H, J= 5,69 e 7,89 Hz, H19); 3,15 (t, 2H, J= 7,34 Hz, H20); 4,19 (t, 2H, H18); 4,22 (s, 2H, H22); 4,48 
(dd, 2H, J= 2,58; 6,42 Hz, H10); 7,21 (dd, 1H, J= 2,57; 8,99 Hz, H5); 7,35 (m, 8H, H7; H24; H25; H26; H27; H28; H13; H14;); 7,53 (dd, 2H, J= 2,57 e 6,32 Hz, H12 e H15); 7,79 





Produto 4B: 13C-RMN (300MHz, DMSO-d6): δ (ppm) =  25,37; 42,70; 44,08; 50,21; 65,34; 82,97; 105,59; 117,38; 124,68; 125,95; 127,49; 128,32; 128,75; 129,94; 







Intermediário 6: 1H-RMN (300MHz, DMSO-d6): δ (ppm) =  2,04 (m, 2H, J= 5,14 e 6,79 Hz, H10); 2,97 (t, 2H, J= 7,15 Hz, H19); 4,07 (s, 2H, H7); 4,16 (t, 2H, J= 6,24 Hz, 
H11); 7,03 (d, 2H, J= 6,79 Hz, H14 e H18); 7,43 (dd, 1H, J= 5,32 e 7,7 Hz, H5); 7,88 (dt, 1, J= 2,02; 2,20 e 7,89 Hz, H4); 7,93 (d, 2H, J= 8,99 Hz, H15 e H17); 8,56 (d, 1H, J= 




Intermediário 7: 1H-RMN (300MHz, DMSO-d6): δ (ppm) =  1,88 (m, 2H, J= 6,79 e 6,42 Hz, H15); 2,67 (t, 2H, J= 6,79 Hz, H16); 3,75 (s, 2H, H18); 4,04 (t, 2H, J= 6,42 Hz, 
H14); 6,81 (s, 1H, H4); 6,91 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H8 e H12); 6,98 (s, 2H, H6); 7,33 (dd, 1H, J= 6,14 e 8,07 Hz, H24); 7,70 (d, 2H, J= 8,62 Hz, H9 e H11); 7,74 (dt, 1, J= 1,83; 2,02 








Intermediário 7: 13C-RMN (300MHz, DMSO-d6): δ (ppm) =  29,38; 45,72; 50,62; 66,16; 99,73; 114,77; 123,79; 127,27; 128,23; 136,21; 148,45; 149,95; 150,17; 158,37; 
168,51. 
 
